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1 Johdanto 
 
Kampylobakteerit ja salmonella ovat monissa teollistuneissa maissa yleisimpiä 
elintarvikkeiden välityksellä leviäviä ja ruokamyrkytyksiä aiheuttavia bakteereita 
(European Food Safety Authority [EFSA] 2014). Molemmat ovat zoonoottisia bakteereita 
ja leviävätkin yleisimmin lihan ja eläinperäisten elintarvikkeiden välityksellä; tartunta voi 
tapahtua jo lihan käsittelyn yhteydessä tai syömällä raakaa tai huonosti kypsennettyä lihaa 
(World Health Organization [WHO] 2013, EFSA 2014). Tuotantolaitoksessa 
kontaminaatio tapahtuu usein bakteereiden päästessä ulosteiden välityksellä lihan 
pinnalle (Ketley 1997, Vallat & Edwards 2012). Molempien patogeenien aiheuttama tauti 
on yleensä ohimenevä mutta aiheuttaa sekä kansantaloudellisia että tuotannollisia 
menetyksiä sairauspoissaolojen, hoitokustannusten ja sairastuneiden tuotantoeläinten 
kautta (World Health Organization [WHO] 2013, EFSA 2014). Euroopan Unionin 
alueella tuotantoeläimiä valvotaan säännöllisesti kampylobakterioosin ja salmonelloosin 
varalta, siten myös Suomessa ne kuuluvat tuotantoeläimillä seurattaviin ja ilmoitettaviin 
eläintauteihin (EFSA 2014, Terveyden ja hyvinvoinnin laitos [THL] 2015). Laajoja 
epidemioita (useamman kuin yhden kotitalouden sairastuminen) esiintyy jonkin verran 
mutta suurin osa kampylobakteeri- ja salmonellainfektioista on yksittäisiä eli sporadisia 
(Huttunen ym. 2006, Nakari 2011). Useiden tutkimusten perusteella lintujen suolistossa 
esiintyy yleisesti sekä kampylobakteereita että salmonellaa, kuitenkin suurin osa 
tutkimuksista on tehty tuotantosiipikarjassa, jolla tässä tutkimuksessa viitataan 
elintarviketeollisuuden suurissa tuotantotiloissa kasvatettaviin lintuihin (broilerit, kanat 
ja kalkkunat; EFSA 2014, WHO 2013). Luonnonvaraisissa ja siten myös riistalinnuissa 
bakteereiden esiintyvyyttä ei ole viime vuosina tutkittu kovinkaan paljoa, mutta 
vanhemmat tutkimukset viittaavat siihen, että niitä esiintyy lähes samassa suhteessa kuin 
tuotantosiipikarjassa; kampylobakteereita esiintyy yleensä vähintään puolessa tutkituista 
linnuista, salmonellaa esiintyy harvemmin sekä tuotanto- että riistalinnuissa ja Suomessa 
se on tehokkaan valvontaohjelman ansiosta lähes olematon(Elintarviketurvallisuusvirasto 
[Evira] 2011, Huttunen ym. 2006, EFSA 2014).     
 Sekä kampylobakteereita että salmonellaa tunnistetaan perinteisesti 
viljelymenetelmillä, jotka ovat kuitenkin suhteellisen hitaita menetelmiä esimerkiksi 
selvitettäessä ruokamyrkytysepidemian aiheuttajaa (Nakari 2011, McGuinness ym. 
2009). Elintarvikkeista ja ulosteista bakteereita eristettäessä käytetään lisäksi usein 
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esirikastusta. PCR eli polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction) on viljelyyn 
verrattuna nopeampi ja usein myös spesifisempi ja herkempi menetelmä ja sitä käytetään 
patogeenien rutiinitunnistukseen monissa laboratorioissa (Malorny ym. 2008, LeBlanc-
Maridor ym. 2011). Reaaliaikaisen PCR:n etuna on lisäksi mahdollisuus mitata 
kvantitatiivisesti patogeenien lukumäärää näytteessä fluoresenssin avulla, PCR – 
menetelmän haittapuolena on monissa näytteissä usein kuitenkin sekä elävien että 
kuolleiden bakteereiden monistuminen (Ririe ym. 1997, Wittwer ym. 2001). 
Pulssikenttägeelielektroforeesi (pulse-field gel electrophoresis [PFGE]) on usein 
erityisesti epidemioissa käytetty genotyypitysmenetelmä, jolla voidaan selvittää 
tartunnan aiheuttanutta kantaa (Gibson ym. 1995). Lisätunnistukseen bakteereita voidaan 
karakterisoida fenotyyppisten ominaisuuksien, kuten katalaasi- ja oksidaasitestien sekä 
mikrobilääkeherkkyyden perusteella, joista viimeksi mainittua mitattiin tässä 
tutkimuksessa laimennokseen perustuvalla menetelmällä. 
 
2 Kirjallisuuskatsaus 
2.1.  Yleistä riistalinnuista  
 
Riistalintuja kasvatetaan lähinnä lihan takia, mutta myös munientuotantoon tai 
tekstiiliteollisuuteen höyhenien vuoksi. Fasaanit, sinisorsat, tavit ja metsä- eli 
sepelkyyhkyt ovat kaikki Suomessa luonnonvaraisena tavattavia riistalintuja. Fasaani 
(Phasianus colchicus) on alun perin muualta tuotu lintu jota on esiintynyt Suomessa 
reilun sadan vuoden ajan. Se kuuluu aitokanojen heimoon, on paikkalintu ja yleisin 
Suomessa tarhattavista riistalinnuista. Sinisorsa (Anas platyrhynchos) ja tavi (Anas 
crecca) kuuluvat vedessä elävien sorsalintujen (Anseriformes) heimoon. Sinisorsa on 
yleisin riistalintu, suurin osa sorsista talvehtii loka-marraskuusta maalis-huhtikuuhun 
ulkomailla (Länsi- tai Keski-Euroopassa) osan pysyessä Suomessa kaupunkialueilla. Tavi 
on sinisorsaa pienempi ja se talvehtii myös pidempään (elo-syyskuusta huhti-
toukokuuhun) Euroopassa tai Pohjois-Afrikassa. Sepelkyyhky (Columba palumbus) on 
maalla elävä lintu ja Suomessa tavattavista kyyhkylajeista ainoa riistalintu, ja se muuttaa 
talven ajaksi (syys-lokakuusta huhtikuuhun) Länsi-Eurooppaan. Luonnossa elävien 
lintujen elintavoissa on eroja, sepelkyyhkyt ovat useimmiten kasvissyöjiä, kun taas sorsat 
syövät usein sekaravintoa (sekä kasveja että selkärangattomia eläimiä), sukeltaen 
useimmiten ruokansa vesistön pohjasta. (Luontoportti 2015)  
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 Vuonna 2013 Suomessa metsästettiin runsas puoli miljoonaa vesilintua, 
joista sinisorsia oli 282 400 ja taveja 124 000, sepelkyyhkyjä ammuttiin 260 800 (Riista- 
ja kalatalous [RKTL] 2014). Monet riistalinnut voivat olla kampylobakteereiden ja 
salmonellan kantajia ilman havaittavia tartunnan oireita (Fallacara ym. 2001). Euroopan 
Unionin alueella tarhattujen strutsien on havaittu aiheuttavan merkittävän riskin 
salmonellan leviämiselle, muiden riistalintujen osuutta siihen ei ole arvioitu (EFSA 
2013).  
 
2.2 Kampylobakteerit 
 
Sukuun Campylobacter kuuluu tällä hetkellä 15 lajia ja kuusi alalajia (Wassenaar & 
Newell 2006). Kaksi merkittävintä ihmiselle patogeenistä kampylobakteerilajia ovat 
termotolerantteihin (42 °C:ssa kasvaviin) kampylobakteereihin luettavat lajit C. jejuni ja 
C. coli, ne aiheuttavat arviolta noin 90 % kaikista kampylobakteeritartunnoista 
maailmanlaajuisesti (Ketley 1997, EFSA 2014) ja Suomessa jopa 99 % tartunnoista 
(Nakari 2011). Termotolerantteihin bakteereihin luetaan kuuluviksi myös C. lari ja sekä 
jotkin lajien C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. fetus sekä C. helveticus kannat, joista 
viimeiseksi mainitun ei ole raportoitu aiheuttavan sairastumista ihmisille (Lübeck ym. 
2003, LeBlanc-Maridor ym. 2011). Lajeja C. hyointestinalis ja C. upsaliensis tavataan 
yleisimmin kissoissa, koirissa ja sioissa ja lajit C. fetus, C. hyointestinalis sekä C. 
upsaliensis aiheuttavat lähinnä suoliston ulkopuolisia sairauksia kuten bakteremiaa 
vastustuskyvyltään heikentyneille ihmisille (Linton ym. 1996, Lübeck ym. 2003).  
2.2.1 Ominaisuudet 
 
Kampylobakteerit ovat epsilonproteobakteereiden heimoon kuuluvia, muodoltaan 
spiraalisia tai käyriä ja kooltaan 0.2-0.5 x 0.5-5 µm olevia sauvabakteereita (Wassenaar 
& Newell 2006). Bakteerit ovat faasimikroskoopilla katsottuna liikkuvia ja sisältävät 
usein yhden tai kaksi liikkumista avustavaa flagellaa (Wassenaar & Newell 2006). 
Kasvuolosuhteiltaan ne ovat mikroaerofiilisiä (ilmakehässä noin 5 % O2, 10 % CO2 ja 85 
% N2 / H2) ja kasvavat lajista riippuen 37 – 42 °C:ssa keskimäärin 48 h kuluessa (Vallat 
& Edwards 2008). Ne ovat oksidaasi- ja katalaasipositiivisia sekä gramnegatiivisia, tosin 
usein 48 h vanhemmissa viljelmissä tai altistuttuaan hapelle pitkän aikaa ne muuttuvat 
kokkoidisiksi (Ketley 1997). Useimmista gramnegatiivisista bakteereista poiketen 
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kampylobakteereilla ei ole ulkopinnallaan lipopolysakkaridia vaan rakenteeltaan 
kevyempi lipo-oligosakkaridikerros (Nakari 2011).  
2.2.2 Tunnistus 
 
Kampylobakteereiden tunnistus perustuu ensisijaisesti tyypillisten 
pesäkkeiden kasvuun selektiivisillä kasvualustoilla, usein joko verta sisältävillä (kuten 
Preston –agar) tai mCCDA (modified charcoal-cefoperazone agar) –alustalla ja tämän 
jälkeen tehtäviin fenotyyppisiin testeihin (Vallat & Edwards 2008). Bakteereiden kasvu 
on suhteellisen hidasta verrattuna moniin muihin bakteereihin (Wolffs ym. 2007). ISO –
standardin 10272–1:2006 mukaan näytettä esirikastetaan Bolton –liemessä noin kuusi 
tuntia, jonka jälkeen rikastettu näyte viljellään mCCDA –alustalle ja inkuboidaan 48 h 42 
°C:ssa (International Organisation for Standardisation [ISO] 2006). Eristystä voidaan 
tehostaa lisäämällä rikastusliemeen tai kasvualustalle erilaisia suplementteja kuten 
kefalosporiineja, polymyksiiniä, rifampisiiniä, vankomysiiniä ja trimetoprimiä (Vallat & 
Edwards 2008). Ulosteista kampylobakteereita eristettäessä voidaan käyttää myös 
erityistä suodatustekniikkaa, joka perustuu erotteluun bakteereiden koon ja liikkuvuuden 
perusteella (Vallat & Edwards 2008). Bakteerit voivat olla näytteessä myös elävinä mutta 
ei viljeltävissä olevana (viable but not cultivable [VBNC]) kasvumuotoina, mikä edistää 
niiden säilymistä ja voi aiheuttaa väärän negatiivisen tuloksen jos bakteereiden tunnistus 
perustuu yksinomaan viljelyyn (Ketley 1997).                                                 
 Fenotyyppisiä tunnistusmenetelmiä ovat muunmuassa katalaasin ja 
oksidaasin tuotto sekä hippuraattitesti, joka perustuu useimpien C. jejunin kantojen 
kykyyn tuottaa hippuraatista glysiiniä ja bentsoehappoa (Vallat & Edwards 2008). 
Hippuraatin hydrolyysi on pääasiallisin tunnistusmenetelmä joka erottaa C. jejunin 
muista kampylobakteereista, mutta on olemassa myös epätyypillisiä kantoja jotka eivät 
hydrolysoi hippuraattia (Nakari 2011). Useimmat C. jejuni- ja C. coli –lajit hydrolysoivat 
lisäksi indoksyyliasetaattia, jonka perusteella ne voidaan erottaa muista 
kampylobakteerilajeista (Vallat & Edwards 2008).    
 Tarkempi lajintunnistus voidaan tehdä lisäksi molekyylibiologisilla 
genotyypitysmenetelmillä, joita ovat muun muassa PCR –monistukseen perustuvat 
amplified fragment length polymorphism (AFLP) sekä ribotyypitys 16S rRNA:n 
perusteella, random amplified polymorphic DNA (RAPD) –analyysi, multi-locus 
sequence typing (MLST) sekä PFGE (Wassenaar & Newell 2000, Nakari 2011). 
Erityisesti laajoissa epidemioissa voidaan hyödyntää tyypitysmenetelmiä vertaamalla 
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potilaissa tavattuja genotyyppejä epäillyssä lähteessä esiintyviin (Nakari 2011). Myös 
serologinen fenotyypitys perustuen antigeenien agglutinaatioon on mahdollinen 
lajintunnistusmenetelmä (Wassenaar & Newell 2006). C. jejuni voidaan edelleen jaotella 
tarkemmin alalajeihin perustuen flagelliinin, joka on olennaisessa osassa bakteereiden 
kiinnittymisessä suoliston pintaan, sekvensointiin tai tyypitykseen (Ketley et al 1997, 
Abulreesh ym. 2006).      
 Kampylobakteereiden PCR –menetelmään pohjautuvassa tunnistuksessa on 
käytetty monia eri geenejä (taulukko 1). Bakteerisuvulle spesifisen ribosomaalista 16S 
rRNA:ta koodaavan geenialueen monistukseen on kehitetty useita eripituisia alukkeita 
jotka tunnistavat joko kaikki tai vain osan kampylobakteerilajeista (Denis ym. 1999, 
Linton ym. 1996, Lübeck ym. 2003, LeBlanc-Maridor ym. 2011, Linton ym. 1997, 
Churrucca ym. 2007; taulukko 1). Lajiin C. jejuni kuuluvat bakteerit voidaan tunnistaa 
muun muassa monille fluorokinoleille resistenssiä aikaansaavaa gyraasi A:ta (Wilson ym. 
2000), hippurikaasia (Linton ym. 1997, Abu-Halaweh ym. 2005), membraaniproteiinia A 
(Denis ym. 1999, Best ym. 2003) sekä γ-glutamyyli-transpeptidaasia (González ym. 
2009) koodaavien geenien perusteella (taulukko 1). Lajin C. coli kannat puolestaan 
tunnistetaan useimmiten joko aspartokinaasia (Linton ym. 1997) tai enterokeliinin 
sidonnasta vastaavaa proteiinia koodaavan geenin (Denis ym. 1999, Best ym. 2003) 
perusteella (taulukko 1). Lisäksi yli lajirajojen kampylobakteereiden tunnistukseen on 
kehitetty myös sytotoksiinin tuotantoon (Datta ym. 2003) ja sokerin kuljetukseen liittyvää 
geeniä (Fearnley ym. 2008) monistavia alukkeita (taulukko 1). 
    
Taulukko 1. Kampylobakteereiden tunnistuksessa PCR – menetelmällä yleisesti 
käytettyjä geenialueita ja niiden monistukseen kehitettyjä alukepareja.   
Geeni Koko 
(bp) 
Alukkeet PCR-
tyyppi 
Viite 
16S rRNA 857 MD16S1 & 
MD16S2 
AGE1 Denis ym. 1999 
16S rRNA 816 C412F & 
C1288R 
AGE Linton ym. 1996 
16S rRNA 
(termotolerantit 
kampylobakteerit) 
287 OT1559 & 18-1 AGE Lübeck ym. 2003 
 681 F2 & Cam-Rev RT2 (SYBR 
Green) 
Abu-Halaweh ym. 
2005 
                                                          
1 AGE = geelielektroforeesiin perustuva PCR 
2 RT = reaaliaikainen PCR 
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 108 CampF & 
CampR 
RT 
(TaqMan -
koetin) 
Leblanc-Maridor 
ym. 2011 
16S rRNA (C. 
jejuni & C. coli) 
854 CCCJ609F & 
CCCJ1442R 
AGE Linton ym. 1997 
 80 OTCj559f & 
OTCj619r 
RT 
(Molecular 
Beacon – 
koetin) 
Churruca ym. 
2007 
gyrA  192 JL238 & JL239 RT 
(TaqMan -
koetin) 
Wilson ym. 2000 
hipO 735 HIP400F & 
HIP1134R 
AGE Linton ym. 1997 
 260 hip2214F & 
hip2474R  
RT (SYBR 
Green) 
Linton ym. 1997, 
Abu-Halaweh ym. 
2005 
mapA 589 MDmapA1 & 
MDmapA2 
AGE Denis ym. 1999 
 95 mapAf & 
mapAr 
RT 
(TaqMan – 
koetin) 
Best ym. 2003 
ggt 339 Forward & 
Reverse 
AGE González ym. 
2009 
asp 502 CC18F & 
CC519R 
AGE Linton ym. 1997 
ceuE 462 MDCOL2 & 
COL3 
AGE Denis ym. 1999 
 102 ceuEf & ceuEr RT 
(TaqMan –
koetin) 
Best ym. 2003 
cdtC 182 cdtC-192 & 
cdtC-351 
AGE Datta ym. 2003 
cj0486  1263 Cj0486fwd & 
Cj0486rev 
AGE Fearnley ym. 
2008 
 
 
2.2.3 Taudinkuva 
 
Kampylobakteerit aiheuttavat tyypillisesti muutamassa päivässä ohimenevän 
gastroenteriitin, jonka oireita ovat yleinen huonovointisuus, vatsakivut ja verinen ja / tai 
vetinen ripuli, oksentelu sekä joskus myös kuume ja päänsärky (Wassenaar & Newell 
2006). Oireet alkavat yleensä 1 – 7 vuorokauden kuluttua, ja vaikka enteriitti loppuu usein 
parissa vuorokaudessa, bakteereita voidaan tavata elimistöstä vielä parin viikon kuluttua 
(Ketley 1997). Gastroenteriitti on yleensä itsestään ohimenevä, mutta pitkittyneessä 
kampylobakterioosissa voidaan käyttää mikrobilääkityksenä erytromysiiniä tai 
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fluorokinoloneja (Nakari 2011). Gastroenteriittiä aiheuttavat lajit voivat aiheuttaa myös 
yleisinfektion (bakteremian) tai jälkitauteja, kuten reaktiivista artriittia, hemolyyttis-
ureemisen syndrooman (HUS) tai vakavan hermosairauden, Guillan-Barrén –
syndrooman (Ketley 1997, Vallat & Edwards 2008).   
2.2.4 Tartuntalähteet ja yleinen esiintyvyys  
 
Kampylobakteereita esiintyy yleisesti monien koti- ja villieläinten, 
erityisesti lintujen, suolistossa (Wassenaar & Newell 2006, EFSA 2014). On havaittu, että 
kampylobakteeri-infektion esiintyessä broileritilalla yhdessä eläimessä koko parvi 
infektoituu helposti jopa 72 h kuluessa (Vallat & Edwards 2008). Lintujen lisäksi muiden 
tuotantoeläinten kuten nautojen, sikojen ja lampaiden suolistosta on eristetty 
kampylobakteereita ja niiden on havaittu toisinaan aiheuttavan ripulia nuorilla eläimillä. 
(Wassenaar & Newell 2006,Vallat & Edwards 2008). Yleisin väylä 
kampylobakteerikontaminaatiolle on bakteereiden siirtyminen teurastuksen yhteydessä 
suolistosta lihan pinnalle (Ketley 1997). Kampylobakteereita tavataan toisinaan 
ympäristössä lämminveristen eläinten suoliston ulkopuolella elävässä mutta ei 
viljeltävässä muodossa (VBNC) muun muassa vesistöissä, näiden merkitys infektioiden 
aiheuttajana on toistaiseksi epäselvä (Abulreesh ym. 2006). Kampylobakterioosi on 
nykyisin Euroopan Unionin alueella neljänneksi yleisin ruokamyrkytyksen aiheuttaja, sen 
yleisimmiksi välittäjäelintarvikkeiksi arvellaan broilerinlihaa ja raakamaitoa (EFSA 
2014). Maailmanlaajuisesti suurimpana riskitekijänä tartunnalle pidetään eritoten 
siipikarjan käsittelyä ja siipikarjan lihan nauttimista, muita mahdollisia lähteitä ovat 
raakamaito, kaivo- tai lähdevesi ja ripulia sairastavat koiranpennut (Ketley 1997, Vallat 
& Edwards 2008). Lisäksi Suomessa kampylobakterioosin saamiselle riskitekijöitä ovat 
erityisesti riittämättömästi kypsennetyn siipikarjan lihan ja kaivoveden nauttiminen, 
luonnonvedessä uiminen, matkustelu ja lemmikit (Schönberg-Norio ym. 2004). Kaikkia 
kampylobakteeritartuntoja ei voida pitää elintarvikevälitteisinä, sillä tartunnan voi saada 
yhtä hyvin siipi- tai lihakarjan teurastuksen tai ruhon käsittelyn yhteydessä (Ketley 1997). 
Euroopan unionin alueella laki eläimistä saatavista elintarvikkeista säätelee 
tuotantoeläinten lihantarkastusta zoonoottisten patogeenien kuten kampylobakteereiden 
osalta (EFSA 2014).     
 Kampylobakterioosi on Euroopan Unionin alueella ollut vuodesta 2005 
lähtien yleisimmin raportoitu zoonoosi, ja Suomessa se on pitkään ollut yleisempää kuin 
monissa muissa Euroopan maissa (EFSA 2014). Kaikista gastroenteriittitapauksista 
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maailmanlaajuisesti arvioidaan jopa 14 % olevan kampylobakteereiden aiheuttamia. 
Useimmat kampylobakteeri-infektiot ovat yksittäisiä eli sporadisia, epidemioita esiintyy 
harvoin (Wassenaar & Newell 2000). Tartunnat ovat useimmiten hajanaisia, epidemioita 
esiintyy harvoin ja lähinnä yleisen juomavesiverkoston välityksellä (Nakari 2011, EFSA 
2014). Suomessa kampylobakteeritartuntoja raportoidaan yleisimmin heinä-elokuussa ja 
silloin kotimaista alkuperää olevien tartuntojen määrä on myös suurimmillaan, muutoin 
kannat ovat lähinnä ulkomailta peräisin (Nakari 2011).  
2.2.5 Esiintyvyys muissa linnuissa kuin tuotantosiipikarjassa 
 
Kampylobakteereiden esiintyvyyttä muissa kuin tuotantolinnuissa kartoittavien 
tutkimusten perusteella kampylobakteereiden esiintyvyydessä eri lintulajeissa näyttää 
olevan jonkin verran eroja, ja suurin osa havaituista kampylobakteereista on lajia C. 
jejuni, lajin C. coli esiintyvyys on vähäinen (taulukko 2). Sinisorsissa esiintyvyys 
vaihtelee noin 30 – 40 % välillä, taveja on tutkittu hyvin vähän mutta niissä esiintyvyys 
on oletettavasti sinisorsia pienempi (taulukko 2). Ero tarhattuihin ankkoihin on olemassa 
oleviin tutkimuksiin verrattuna huomattava; ankoissa kampylobakteereiden esiintyvyys 
on yleisesti sorsia paljon korkeampi (noin 50 %), mutta siinäkin on eroavaisuuksia 
tutkimusten välillä (taulukko 2). Muiden siipikarjalintujen, kuten kyyhkyjen ja 
fasaaneiden kohdalla kampylobakteereiden esiintyvyys on olemassa olevien tutkimusten 
perusteella yleisesti pienempi kuin sorsissa (kyyhkyissä useimmiten alle 20  % ja 
fasaaneissa alle 30 %; taulukko 2).    
 USA:ssa Luechtefeldin ym. (1980) tekemässä tutkimuksessa 
kampylobakteereita havaittiin 34 % tutkituista sinisorsista ja niistä kaikki kuuluivat lajiin 
C. jejuni (taulukko 2). Myöskin USA:ssa tutkituissa sorsissa kampylobakteereiden osuus 
oli aiemmassa tutkimuksessa 40 % (Fallacara ym. 2001), kun taas myöhemmin samalta 
alueelta tehdyssä tutkimuksessa jonka otoskoko oli suurempi, esiintyvyys oli myös 
hieman suurempi (42 %, Fallacara ym. 2004; taulukko 2). Molemmissa edellä mainituissa 
tutkimuksissa kaikki kampylobakteerit olivat lajia C. jejuni (taulukko 2). Lillehaug ym. 
(2005) havaitsi Norjassa kampylobakteereita 20 % sinisorsista, tosin otoskoko oli hyvin 
pieni (taulukko 2). Luechtefeldin ym. (1980) tutkimissa taveissa kampylobakteereiden 
prevalenssi oli vain 16 % ja kaikki havaitut kampylobakteerit kuuluivat lajiin C. jejuni 
(taulukko 2).     
 Wieliczko (1994) tutki Saksassa ankkoja, joissa kampylobakteereiden 
osuus oli jopa 81 % (taulukko 2). Tsain & Hsiangin (2005) tutkimuksessa Taiwanissa 
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kampylobakteereiden prevalenssi ankoissa oli 44 % ja lähes kaikki havaitut 
kampylobakteerit kuuluivat lajiin C. jejuni (95 %), loput olivat lajia C. coli (taulukko 2). 
Samansuuntainen tulos saatiin UK:ssa tehdyssä, kampylobakteereiden esiintyvyyttä 
vähittäiskaupassa myytävässä siipikarjassa kartoittavassa tutkimuksessa havaittiin 
kampylobakteereita lähes puolessa (48 %) tutkituista ankoista (Little ym. 2008; taulukko 
2). Wieliczko (1994) havaitsi kampylobakteereita 54 % hanhissa ja Stern ym. (2004) 
Venäjällä 43 % viiriäisissä (taulukko 2).    
 Norjassa tutkituissa luonnossa elävissä kyyhkyissä tavattiin 
kampylobakteereita hyvin vähän (4 %), ja kaikki kuuluivat lajiin C. jejuni (Kapperud & 
Rosef 1983), samansuuntaisen tuloksen sai Lillehaug ym. (2005), jonka tekemässä 
tutkimuksessa kampylobakteereiden ja C. jejunin osuus vapaissa kyyhkyissä oli 3 % 
(taulukko 2). Italiassa tarhatuissa kyyhkyissä tutkittujen kampylobakteereiden 
esiintyvyys oli 16 % (Soncini ym. 2006; taulukko 2). Fasaaneissa Sternin ym. (2004) 
tekemässä tutkimuksessa kampylobakteereita havaittiin 27 %, Littlen ym. (2008) 
tutkimuksessa 25 % sekä Soncinin ym. (2006) tekemässä tutkimuksessa 50 %, tosin 
kaikkien tutkimusten otoskoot olivat hyvin pieniä (taulukko 2). Dipineto ym. (2008) 
havaitsi Italiassa kampylobakteereita 43 % fasaaneissa, joista kaikissa 
kampylobakteereiden suhteen positiivisissa linnuissa esiintyi C. coli (100 %) sekä 14 % 
oli lisäksi positiivisia myös C. jejunin suhteen (taulukko 2).  
 
Taulukko 2. Tutkimuksia kampylobakteereiden esiintyvyydestä muissa linnuissa kuin 
tuotantosiipikarjassa. 
Lintulaji Otoskoko, 
kpl 
Positiivisten 
näytteiden 
osuus, kpl 
(%) 
C. jejuni – 
lajin osuus, 
kpl (%) 
C. coli – 
lajin osuus, 
kpl (%) 
Viite 
Sinisorsa 243 82 (34) 82 (100) 0 (0) Luechtefeld 
ym. 1980 
 82 33 (40) 33 (100) 0 (0) Fallacara 
ym. 2001 
 450 189 (42) 189 (100) 0 (0) Fallacara 
ym. 2004 
 5 1 (20) 1 0 (0) Lillehaug 
ym. 2005 
Tavi 56 9 (16) 9 (100) 0 (0) Luechtefeld 
ym. 1980 
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Ankka 36 29 (81) NM3 NM Wieliczko 
1994 
  
 
2400 1045 (44) 991 (95) 54 (5) Tsai & 
Hsiang 2005 
 77 37 (48) NM NM Little ym. 
2008 
Hanhi 
(tarhattu) 
48 26 (54) NM NM Wieliczko 
1994 
Viiriäinen 
(tarhattu) 
21 9 (43) NM NM Stern ym. 
2004 
Kyyhky 71 3 (4) 3 (100) 0 (0) Kapperud & 
Rosef 1983 
  200 6 (3) 6 (100) 0 (0) Lillehaug 
ym. 2005 
 57 9 (16) NM NM Soncini ym. 
2006 
Fasaani 15 4 (27) NM NM Stern ym. 
2004 
 4 1 (25) NM NM Little ym. 
2008 
  2 1 (50) NM NM Soncini ym. 
2006 
 240 104 (43) 14 104 Dipineto 
ym. 2008 
 
2.3 Salmonella 
 
Salmonella on maailmanlaajuisesti yksi merkittävimmistä zoonoottisista ja Euroopassa 
tällä hetkellä toiseksi yleisin elintarvikevälitteinen patogeeni (EFSA 2014, Vallat & 
Edwards 2012). Bakteerisuku luokitellaan tällä hetkellä kahteen lajiin: S. enterica, joka 
luokitellaan edelleen seitsemään alalajiin sekä S. bongori (Ellermeier & Slauch 2006, 
Vallat & Edwards 2012).  Monet Euroopan alueella ihmisille ruokamyrkytyksiä 
aiheuttavista salmonellakannoista kuuluvat lajin S. enterica serotyyppeihin Enteritidis ja 
Typhimurium (EFSA 2014). Lajin S. enterica aiheuttama infektio luokitellaan Suomessa 
yleisvaaralliseksi tartuntataudiksi (THL 2015). Saman lajin serotyyppi S. Typhi aiheuttaa 
lavantaudin, joka on nykyisin harvinainen teollistuneissa maissa hyvän hygieniatason 
ansiosta (Kaufmann ym. 2001).  
 
 
                                                          
3 NM = ei mainittu 
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2.3.1 Ominaisuudet 
 
Salmonellabakteerit ovat gammaproteobakteereihin luokiteltavia, Enterobactericeae-
heimoon kuuluvia gramnegatiivisia, kooltaan 0.7‐1.5 x 2.2‐5.0 μm olevia 
sauvabakteereita (Ellermeier & Slauch 2006). Bakteerit ovat fakultatiivisesti anaerobisia, 
oksidaasinegatiivisia ja katalaasipositiivisia sekä kykenevät elämään solujen ulkopuolella 
mutta lisääntyvät elimistössä myös makrofagien sisällä (Kaufmann ym. 2001). 
Salmonellan kasvun raja pH:n suhteen on laaja, sillä on erityisesti hyvä alhaisen pH:n 
sietokyky bakteereiden sisältämän ATR (acid tolerance response) –mekanismin ansiosta 
(Greenacre ym. 2006). Salmonella kykenee lisäksi säilymään jopa viikkoja kuivissa 
olosuhteissa ja vielä pidempiä aikoja esim. vedessä (WHO 2013), mutta bakteerit 
stressaantuvat ja vaurioituvat herkästi äärimmäisten lämpötilojen vaikutuksesta (Malorny 
ym. 2008). Salmonellan tärkein virulenssitekijä on monien gramnegatiivisten 
bakteereiden tavoin lipopolysakkaridi (LPS) joka voi aiheuttaa endotoksisen sokin 
sytokiinien muodostuksen vaikutuksesta, mutta yleisesti gastroenteriitissä se aiheuttaa 
vain paikallisen tulehduksen suolistossa (Kaufmann ym. 2001).  
 2.3.2 Tunnistus 
 
Salmonellan tunnistamista varten on kehitetty monia standardoituja menetelmiä: 
esimerkiksi ISO –menetelmän 6579:2002 mukaan salmonellan tunnistus ulostenäytteestä 
tehdään aluksi esirikastuksella puskuroituun peptoniveteen (buffered peptone water, 
BPW) jonka jälkeen näyte rikastetaan selektiivisellä modified semi-solid Rappaport-
Vassiliadis (MSRV) –alustalla ja varsinainen viljely tehdään selektiiviselle xylose-lysine-
deoxycholate (XLD) –alustalle (ISO 2002). Salmonella kasvaa 37 °C:ssa 24 – 48 h 
kuluessa, tosin rikastusliemessä näytettä inkuboidaan usein 41,5 °C:ssa (Ellermeier & 
Slauch 2006). Esirikastuksen tarkoituksena on parantaa esim. kuumennuksen tai 
pakastuksen seurauksena vaurioituneiden bakteereiden saantoa, ja saannon 
parantamiseksi rikastusliemeen tai –alustalle voidaan myös lisätä suplementteja kuten 
novobiosiinia (Vallat & Edwards 2012). Bakteereiden erottamiseen näytteestä on 
kehitetty myös suodatusmenetelmä (Wolffs ym. 2006). Varmistus tehdään usein vielä 
biokemiallisilla testeillä, kuten vetysuldifin tuoton suhteen ns. rautakolmoissokeritestillä 
TSI (triple sugar iron) – liemessä sekä ureaasitestillä (Lillehaug ym. 2005, (Vallat & 
Edwards 2012). Salmonellan tyypitykseen voidaan käyttää erilaisia genotyyppisiä 
menetelmiä, kuten PFGE, MLST, AFLP ja restriction fragment length polymorphism 
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(RFLP) –analyysejä (Ellermeier & Slauch 2006). Kantojen tyypityksessä hyödylliseksi 
on osoittautunut myös salmonellan sisältämien plasmidien profiilianalyysi (Foley ym. 
2009). Myös serotyypitystä käytetään yleisesti lajin tunnistukseen muun muassa 
agglutinaatio- ja enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) –menetelmillä 
(Ellermeier & Slauch 2006). Serotyypitys perustuu somaattisten (O), flagellaaristen (H) 
tai virulenssiin liittyvien antigeenien (kuten LPS) jaotteluun, serotyypit voidaan vielä 
luokitella faagityypin perusteella (Vallat & Edwards 2012).  
 Salmonellan osoittamiseen käytetään yhä enenevässä määrin PCR – 
tunnistusmenetelmää (Foley ym. 2009) ja siihen on kehitetty useita eri geenialueita 
monistavia alukkeita (taulukko 3). Salmonellan kromosomissa sijaitseva 
invasiiniproteiinia koodaava geeni on salmonellan tärkeimpiä virulenssigeenejä vastaten 
bakteerien kyvystä tunkeutua epiteelisoluihin ja kiinnittymisessä makrofageihin, ja sen 
geenialueelta on monistettu useita eripituisia sekvenssejä (Rahn ym. 1992, Hoorfar ym. 
2000, Agrimonti ym. 2013; taulukko 3). On kuitenkin olemassa mutatoituneita kantoja, 
joilla invasiiniproteiinia koodaava geeni on jollakin tavalla muuttunut (Rahn ym. 1992). 
Salmonellan DNA:n replikaation alkukohtaa kromosomissa koodaa geeni oriC, jota on 
käytetty tunnistuksessa PCR –menetelmällä (Fluit ym. 1993; taulukko 3). Lisäksi 
salmonellan tunnistuksessa on käytetty virulenssiplasmidissa sijaitseva geeniä spvC 
(Chiu & Ou 1996), ulkomembraanissa sijaitsevaa osmoporiini C – proteiinia (Kwang ym. 
1996) sekä enterotoksiinia (Makino ym. 1999, Moore & Feist 2007) koodaavia geenejä 
(taulukko 3). Muita salmonellan tärkeitä virulenssigeenejä, joita käytetään PCR – 
tunnistuksessa ovat muun muassa salmonellan invaasiota säätelevä geeni hilA (Guo ym. 
2000), patogeenisuussaarekkeessa 2 sijaitseva tetrationaatin respiraatiota koodaava 
geenialue (Malorny ym. 2004) sekä siirtäjä –RNA:ta koodaava geeni ssrA (McGuinness 
ym. 2009; taulukko 3). Erityisesti serotyyppi S. Typhimurium voidaan tunnistaa 
histidiinin kuljetukseen liittyvää proteiinia koodaavan geenin hisJ (Cohen ym. 1993) sekä 
DNA:ta sitovaa proteiinia koodaavan geenin himA (Bej ym. 1994) perusteella (taulukko 
3). S. Enteritidis –serotyypin tunnistukseen on käytetty muun muassa erityistä fimbrian 
muodostukseen liittyvää geeniä fimA (Cohen ym. 1996), fimbriassa sijaitsevaa antigeeniä 
(De Medici ym. 2003) sekä virulenssiplasmidissa sijaitsevaa proteiinia (Malorny ym. 
2007) koodaavia geenejä (taulukko 3).  
 
Taulukko 3. Salmonellan tunnistuksessa PCR – menetelmällä yleisesti käytettyjä 
geenialueita ja niiden monistamiseen kehitettyjä alukepareja.  
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Geeni Koko 
(bp) 
Alukkeet PCR-
tyyppi 
Viite 
invA  284 139 & 141 AGE4 Rahn ym. 1992 
 119 Styinva-
JHO2-l & 
Styinva-
JHO2-r 
RT5 
(TaqMan –
koetin) 
Hoorfar ym. 2000 
 71 SA4F & 
SAFR 
RT (SYBR 
Green) 
Agrimonti ym. 
2013 
oriC  163 P1 & P2 AGE Fluit ym. 1993 
spvC 571 SPVC-1 & 
SPVC-2 
AGE Chiu & Ou 1996 
ompC 159 S18 & S19 AGE Kwang ym. 1996 
stn  
 
260 
       
stn-101 & 
stn-111 
AGE Makino ym. 1999 
     
 129 stnL-433 & 
stn-R-561 
RT 
(TaqMan – 
koetin) 
Moore & Feist 
2007 
hilA  497 HILA2Up & 
HILA2down 
AGE Guo ym. 2000 
ttrBCA 95 ttr-6 & ttr-4 RT 
(TaqMan – 
koetin) 
Malorny ym. 
2004 
ssrA 
 
286 FPF & FPR RT 
(TaqMan) 
McGuinness ym. 
2009 
hisJ 496 F & R AGE Cohen ym. 1993 
himA 122 SHIMA-F & 
SHIMA-R 
AGE Bej ym. 1994 
fimA 85 SF & SR RT (AGE) Cohen ym. 1996 
sefA 310 SEFA-1 & 
SEFA-2 
RT (SYBR 
Green) 
De Medici ym. 
2003 
prot6 206 Prot6e-5 & 
Prot6e-6 
RT 
(TaqMan) 
Malorny ym. 
2007 
 
2.3.3 Taudinkuva 
 
Useimmat salmonellakannat aiheuttavat gastroenteriittiä, jonka oireet ovat 
samankaltaisia kuin kampylobakterioosissa (yleinen pahoinvointi, ripuli, vatsakrampit ja 
joskus myös lievä kuumeilu), mutta oireet alkavat tyypillisesti jo aiemmin, reilun 
vuorokauden jälkeen (keskimäärin 6 – 48 h kuluttua) bakteereilla kontaminoituneen 
elintarvikkeen syömisestä ja loppuvat tyypillisesti muutaman vuorokauden sisällä 
(Ellermeier & Slauch 2006, WHO 2013). Tartunnan saanut henkilö voi jäädä salmonellan 
                                                          
4 AGE = geelielektroforeesiin perustuva PCR 
5 RT = reaaliaikainen PCR 
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kantajaksi vielä pitkäksi aikaa oireiden loputtua; bakteereita voi erittyä ulosteeseen jopa 
kolmen kuukauden ajan (Kaufmann ym. 2001). Jälkitautina voi ilmetä myös reaktiivinen 
niveltulehdus tai Reiterin oireyhtymä (Kaufmann ym. 2001, Ellermeier & Slauch 2006). 
Salmonella voi myös aiheuttaa immuunipuolustukseltaan heikentyneillä yleisinfektion eli 
bakteremian levitessään suoliston ulkopuolelle imusuoniston tai verenkierron välityksellä 
(Ellermeier & Slauch 2006). Serotyyppien S. Typhi ja S. Paratyphi aiheuttamassa 
lavantaudissa ja pikkulavantaudissa syntyy kuumeinen infektio, jossa bakteerit kiertävät 
elimistössä suoliston, verenkierron ja maksan väliä (Kaufmann ym. 2001). 
Antibioottihoitoa ei yleensä käytetä terveille henkilöille, usein ainoastaan vanhojen ja 
immuunipuolustukseltaan heikentyneiden potilaiden ollessa kyseessä tai jos infektio 
leviää suolistosta muualle elimistöön niitä käytetään (WHO 2013).  
2.3.4 Tartuntalähteet ja yleinen esiintyvyys 
 
Lajia S. enterica esiintyy yleisesti lämminveristen eläinten suolistossa sekä ympäristössä 
(WHO 2013, EFSA 2014). Joissain tapauksissa se saattaa aiheuttaa eläimelle myös lievän 
gastroenteriitin, mutta usein tartunta on oireeton (Vallat & Edwards 2012). Suurin osa 
tartunnoista tulee eläimistä tai eläinperäisistä tuotteista, johon yhtenä syynä on 
salmonellan pääseminen tuotantoketjuun eläinten rehun kautta (Vallat & Edwards 2012, 
WHO 2013). Huonon teurastushygienian seurauksena bakteerit voivat päästä 
tuotantoeläinten, useimmiten siipikarjan ja sikojen, suolistosta muualle ruhoon ja 
aiheuttaa tartunnan elintarvikkeen välityksellä tai käsittelyn ja teurastuksen yhteydessä 
(Malorny ym. 2008). Salmonelloosin aiheuttajaksi on raportoitu yleisimmin siipikarjan 
ja sian liha ja niistä saatavat elintarvikkeet sekä kananmunat (Vallat & Edwards 2012, 
WHO 2013, EFSA 2014). Kanat voivat myös kantaa munanjohtimissaan oireetonta 
salmonellatartuntaa, kananmunissa on joissakin maissa todettu esiintyvän erityisen paljon 
serotyyppiä S. Enteritidis (Ellermeier & Slauch 2006, Newell ym. 2010). Lisäksi 
salmonelloosiepidemioita ovat aiheuttaneet maito ja siitä saatavat tuotteet sekä siemenet 
ja idut (Vallat & Edwards 2012). Tartunta on myös mahdollista saada vihanneksista 
kasteluveden välityksellä tai ulosteilla saastuneesta juomavedestä, mikä teollistuneissa 
maissa on harvinaista korkean hygieniatason ansiosta (WHO 2013). Infektiot ovat 
useimmiten sporadisia, mutta myös epidemioita esiintyy toisinaan (Ellermeier & Slauch 
2006, WHO 2013). Salmonelloosi on nykyään Euroopan Union alueella yleisin 
elintarvikevälitteinen zoonoosi ja kuuluu valvottuihin eläintauteihin, EU:n jäsenmaita 
koskee nykyään lainsäädäntö salmonellan valvonnasta kaupallisilla sika- ja 
20 
 
 
 
siipikarjatiloilla (EFSA 2014). Tuotantoeläinten lihasta otetuista näytteistä vaaditaan 
salmonellan vähimmäisrajaksi 0 CFU/25 g (säädös No. 1086, European Commission 
2011). Muun muassa Saksassa ja UK:ssa siipikarjaa on myös rokotettu erityisesti 
serotyyppejä S. Enteritidis ja S. Typhimurium vastaan (Vallat & Edwards 2012). 
Suomessa on lisäksi käytössä vuonna 2010 voimaan astunut siipikarjan kansallinen 
salmonellavalvontaohjelma kattaen broilerien, kalkkunoiden ja munintakanojen kaikki 
ikäpolvet, eri säädöksiä sovelletaan lihasiipikarjalle (broilereille ja kalkkunoille) sekä 
muniville kanoille, esiintyvyyttä seurataan siipikarjalla pääasiassa eläinten 
kasvatusvaiheessa eli ennen teurastusta tai muninnan aloittamista (Evira 2011). Suomessa 
salmonellan esiintyvyys tuotantoeläimissä on harvinaisempaa kuin monissa muissa 
maissa pääosin tehokkaan rehuvalvonnan ansiosta; esiintyvyys siipikarjassa on laskenut 
vuoden 1995 lähes 10 %:sta lähes olemattomiin ja myös salmonellan aiheuttamat 
ruokamyrkytystapaukset ovat laskeneet 1990 – luvun vaihteesta lähtien (Huttunen ym. 
2006).  
 
2.3.5 Esiintyvyys muissa linnuissa kuin tuotantosiipikarjassa 
 
Salmonellan esiintyvyyttä muissa kuin yleisimmissä tuotantolinnuissa on tutkittu melko 
vähän, tutkitut linnut ovat olleet yleisimmin ankkoja (taulukko 4). Tutkimusten 
perusteella vapaana elävissä linnuissa salmonellan osuus on yleensä pieni (1 – 2 % 
luokkaa), kun taas tarhatuissa linnuissa esiintyvyys on monien tutkimusten perusteella 
korkeampi, joissakin tutkimuksissa jopa 30 – 40 %, ja serotyyppejä S. Enteritidis sekä S. 
Typhimurium on tavattu melko vähän (taulukko 4). USA:ssa Fallacaran ym. (2001) 
tekemässä tutkimuksessa salmonellaa esiintyi 1 % sinisorsissa ja tutkittaessa myöhemmin 
saman alueen sorsia esiintyvyys oli 2 % (Fallacara ym. 2004; taulukko 4). Ankoissa taas 
Saksassa Wieliczkon (1994) mukaan salmonellan esiintyvyys oli 39 %, kun taas Tsain & 
Hsiangin (2005) tutkimuksessa Taiwanissa salmonellan suhteen positiivisia oli 5 % ja 
niistä 8 % kuului serotyyppiin S. Typhimurium (taulukko 4). UK:ssa 
kampylobakteereiden esiintyvyyttä vähittäiskaupassa myytävässä siipikarjassa 
kartoittavassa tutkimuksessa salmonellaa havaittiin jopa 30 % ankoissa (Little ym. 2008). 
Jamalin ym. (2014) Iranissa tekemässä tutkimuksessa saatiin samansuuntainen 
prevalenssi (29 %), ja ankoista löytyi myös jonkin verran serotyyppejä S. Enteritidis (10 
%) sekä S. Typhimurium (2 %; taulukko 4). Tarhatuissa hanhissa esiintyvyys oli 
Wieliczkon (1994) tutkimuksen mukaan 15 % ja Jamalin ym. (2014) tutkimuksessa 
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samaa luokkaa (13 %), jälkimmäisessä tutkimuksessa hanhissa esiintyi myös jonkin 
verran serotyyppiä S. Enteritidis (9 %; taulukko 4). Lillehaugin ym. (2005) Norjassa 
tekemän tutkimuksen mukaan salmonellaa havaittiin hanhissa kuitenkin ainoastaan 1 % 
(taulukko 4).   
 
Taulukko 4. Tutkimuksia salmonellan esiintyvyydestä muissa linnuissa kuin 
tuotantosiipikarjassa. 
Lintulaji Näytteiden 
lukumäärä, 
kpl 
Positiivisten 
näytteiden 
osuus, kpl 
(%) 
S. 
Typhimurium 
osuus, kpl 
(%) 
S. 
Enteritidis 
osuus, kpl 
(%) 
Viite 
Sinisorsa 82 1 (1) 0 (0) 0 (0) Fallacara 
ym. 2001 
 450 9 (2) NM6 NM Fallacara 
ym. 2004 
Ankka 36 14 (39) NM NM Wieliczko 
1994 
  2000 91 (5) 7 (8) 0 (0) Tsai & 
Hsiang 
2005 
  77 22 (29) NM NM Little ym. 
2008 
 
 
291 84 (29) 2 (2) 8 (10) Jamali 
ym. 2014 
Hanhi 
(tarhattu) 
48 7 (15) NM NM Wieliczko 
1994 
 
 
100 1 (1) 0 (0) 0 (0) Lillehaug 
ym. 2005 
 
 
180 23 (13) 0 (0) 2 (9) Jamali 
ym. 2014 
 
 
2.4 Taustatietoa tutkimuksessa käytetyistä menetelmistä  
  
2.4.1 Reaaliaikainen PCR 
 
PCR eli polymeraasiketjureaktio on patogeenien osoittamisessa suoraan näytteestä (kuten 
elintarvike- ja kliiniset näytteet) yleisesti käytetty menetelmä, joka perustuu tietyn 
geenijakson monistumiseen eksponentiaalisesti sille suunniteltujen lyhyiden 
nukleotidisekvenssien eli alukkeiden mukaisesti (Foley ym. 2009). Nykyisin on kehitetty 
                                                          
6 NM = ei mainittu 
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monia standardoituja menetelmiä PCR –pohjaiseen elintarvikevälitteisten patogeenien 
tunnistukseen (Postollec ym. 2011). Bakteereille PCR tehdään useimmiten eristetystä 
DNA:sta, eristykseen voidaan käyttää erilaisia menetelmiä, jotka perustuvat usein soluja 
hajottavien entsyymien kuten lysotsyymin toimintaan (Wittwer ym. 2001). Näytematriisi, 
erityisesti uloste, voi sisältää myös erilaisia tuotteita jotka voivat inhiboida PCR – 
reaktiota (kuten pitkiä polysakkaridiketjuja sekä kasveista peräisin olevia 
polyfenoliyhdisteitä) mutta käytetylle näytemateriaaleille on kehitetty erityisiä DNA – 
eristyskittejä jotka usein poistavat inhibiittorit tehokkaasti (LeBlanc-Maridor ym. 2011).  
Ulosteista bakteereita osoitettaessa PCR –menetelmän haittapuolena on se, ettei 
monistuksessa kyetä erottelemaan elävien ja kuolleiden bakteereiden DNA:ta toisistaan 
(Wittwer ym. 2001, Malorny ym. 2008).    
 Kuten konventionaalinen PCR, myös reaaliaikainen PCR perustuu 
samoihin perusperiaatteisiin, eli tietyn geenialueen monistamiseen käytettyjen 
alukkeiden (forward ja reverse) perusteella. Monistuksen alussa on usein erillinen 
alkudenaturaatio, jossa polymeraasientsyymi aktivoituu lämmön vaikutuksesta. Tämän 
jälkeen seuraavat varsinaiset kolme vaihetta, joita toistetaan menetelmästä riippuen 30 – 
50 kertaa.  Ensin tapahtuvassa lämpödenaturaatiossa (yleensä 95 °C:ssa) DNA –juosteet 
denaturoituvat eli erkanevat toisistaan, jolloin monistuminen mahdollistuu. Seuraavassa 
kiinnittymisvaiheessa (55 – 65 °C:ssa) monistettavalle geenialueelle spesifiset alukkeet 
kiinnittyvät DNA:han ja viimeisessä pidennysvaiheessa (yleensä 72 °C:ssa) polymeraasi 
liittää nukleotidejä komplementaarisesti kokonaisille DNA –juosteille. Reaaliaikainen 
PCR eroaa siinä konventionaalisesta PCR:stä, että monistuminen nähdään suoraan 
templaattiin liitetyn väriaineen avulla muodostuneen fluoresenssin perusteella eikä 
monistusohjelman jälkeistä geeninäytteen jatkokäsittelyä geelillä tarvita. Reaaliaikaista 
PCR –menetelmää voidaan myös käyttää määrittämään kvantitatiivisesti haluttujen 
mikrobien lukumäärä näytteessä DNA:n pitoisuuden avulla. (Wittwer ym. 2001) 
Tutkimuksessa jossa käytetään reaaliaikaista PCR:ää, tulee mainita ainakin 
seuraavat tiedot: kokeen suunnittelu, näytteet, nukleiinihappojen eristys, tieto 
monistettavasta kohteesta ja alukkeista, tutkimuksen protokolla ja validaatio, tuloksista 
tehdyt data-analyysit sekä RNA:ta monistettaessa käänteistranskription tehokkuus 
geeniekspression avulla (Bustin ym. 2009). Alukkeiden suositeltava pituus on noin 20 
nukleotidiä (lyhyemmillä alukkeilla muodostuu helposti epäspesifisiä geenialueita ja 
pidemmillä monistuminen ei ole yhtä tehokasta). Alukkeet tulisi suunnitella niin, että ne 
monistavat kohteena olevalle bakteerille mahdollisimman spesifistä geenialuetta, joka 
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eroaa riittävän paljon muista lähisukuisista bakteereista, suunnittelussa käytetään usein 
apuna bioinformatiikan menetelmiä. Monistettavassa geenijaksossa ei saisi olla 
toistojaksoja ja sen tulisi olla mahdollisimman lyhyt, mikä parantaa testin herkkyyttä. 
PCR:n toimivuuden varmistamiseksi on suositeltavaa käyttää sisäistä kontrolligeeniä, 
sillä tällöin tiedetään ettei näytematriisissa ole inhibiittoreita jotka estävät monistumista. 
(Wittwer ym. 2001)       
 Laite, jota käytetään reaaliaikaisessa PCR –detektiossa, koostuu 
lämpösykleristä, valonlähteestä sekä fluoresenssia mittaavasta detektorista. Detektori 
mittaa joka monistussyklin jälkeen muutoksia syklerissä valonlähteen avulla syntyvän 
fluoresenssin intensiteetissä, joka on eksponentiaalisessa vaiheessa suoraan 
verrannollinen tuotteen määrään. Tuotteen monistuminen havaitaan Ct –arvona 
(threshold cycle), joka määritetään sen syklin mukaan jonka kohdalla fluoresenssi ylittää 
valitun kynnysarvon. Muodostunut fluoresenssi esitetään Ct –arvon funktiona. Usein mitä 
korkeampi DNA:n määrä on alkuperäisessä näytteessä, sitä pienempi Ct –arvo on. 
Mittauksen aallonpituus riippuu käytettävästä väriaineesta eli fluoroforista ja mittaavasta 
valonlähteestä (halogeeni, LED tai laser). Emissiofiltteri päästää läpi tietyn määrän valoa 
ja se kulkeutuu valodetektorille, josta se tulkitaan analyysiohjelmiston avulla. Detektio 
perustuu joko DNA – juosteeseen sitoutuvaan fluoresoivaan väriaineeseen tai 
monistettavalle geenijaksolle spesifiseen hybridisaatiokoettimeen, johon on liitetty 
fluoresoiva väriaine. (Ririe ym. 1997)    
 Suoraan väriaineisiin, joista yleisimmin käytetty on SYBR® Green, 
pohjautuva menetelmä perustuu fluoresenssin mittaukseen jokaisen PCR – 
monistussyklin kiinnittymisvaiheen jälkeen. Väriaine on fluoresoiva ja fluoresenssi 
aktivoituu sen sitoutuessa monistuneeseen kaksijuosteiseen DNA:han, se voi sitoutua 
myös yksijuosteiseen DNA:han ja RNA:han mutta pienemmällä tehokkuudella. Suoraan 
fluoresoivaan väriaineeseen perustuvan PCR –menetelmän haittapuolena on se, että 
väriaine tunnistaa kaiken kaksijuosteisen DNA:n, eli myös reaktiossa mahdollisesti 
muodostuneet epäspesifiset monistustuotteet (Wittwer ym. 2001)  
 Geenituotteen spesifisyyden varmistamiseksi monistuksen päätyttyä 
suoritetaan tämän vuoksi sulamiskäyräanalyysi, jossa muodostuneen fluoresenssin 
negatiivinen derivaatta esitetään tuotteen denaturaatio- eli sulamislämpötilan (Tm) 
suhteen (Ririe ym. 1997). Vaikka tekniikkaan perustuvaa PCR –menetelmää ei usean eri 
geenin samanaikaisessa monistuksessa yleisesti ottaen suositella, sillä on saatu kuitenkin 
myös hyviä tuloksia salmonellan ja muiden patogeenin samanaikaisessa tunnistamisessa 
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kun geenituotteiden sulamislämpötilat eroavat toisistaan riittävästi (Fukushima ym. 
2003). Monistustuotteet on mahdollista erottaa jopa vain 2 °C:n erolla 
sulamislämpötilassa (Ririe ym. 1997).  
 Hybridisaatiokoettimiin, kuten TaqMan™ ja Molecular Beacon, 
perustuvassa PCR –menetelmässä tekniikka pohjautuu hybridisaatioon koettimen ja 
monistettavan sekvenssin välillä. Koetin on monistettavalle geenialueelle spesifisesti 
suunniteltu nukleotidisekvenssi, joka on leimattu fluoresoivalla väriaineella ja alueen 
monistuessa koetin sitoutuu komplementaarisesti vastinjuosteeseen.  Menetelmässä 
koettimen toiseen päähän liitetty ns. quencher irtoaa koettimesta kun se on sitoutunut 
(hybridisoitunut) DNA –juosteeseen ja täten väriaine vapautuu emittoiden fluoresenssin. 
Menetelmä eroaa fluoresoivaan väriaineeseen perustuvasta PCR:stä siten, ettei erillistä 
sulamiskäyräanalyysiä tarvita eikä sitä olisi edes mahdollista tehdä, koska väriaineen 
sitoutuminen DNA:han on palautumaton eikä syntynyttä geenituotetta tällöin pystytä 
denaturoimaan (Wittwer ym. 2001). Koettimia voidaan leimata useilla erilaisilla 
väriaineilla joilla on eri aallonpituus, jolloin useamman geenin erottaminen toisistaan ja 
monistaminen samanaikaisesti on mahdollista (Wittwer ym. 2001), muun muassa 
kampylobakteereita ja salmonellaa on monistettu TaqMan –koettimiin perustuvalla 
menetelmällä samanaikaisesti hyvällä menestyksellä (Wolffs ym. 2007).  
 PCR –monistuksen tehokkuus kertoo reaktion toistettavuudesta ja 
toimivuudesta ja tämä voidaan esittää määrittämällä ajon tuloksista lineaarinen 
korrelaatiokerroin (Bustin ym. 2009). PCR –ajon tehokkuutta voidaan selvittää 
standardisuoran avulla tekemällä monistettavasta DNA – templaatista sarjalaimennokset, 
joiden konsentraation logaritmi esitetään PCR –monistuksen Ct –arvon funktiona (Wolffs 
ym. 2006, Malorny ym. 2008). Saadusta lineaarisesta regressiosuorasta määritetään 
Pearsonin korrelaatiokertoimen neliö, jonka arvo kuvaa tehokkuutta ja tulisi olla 
optimaalisessa PCR –reaktiossa yli 0,98 (Bustin ym. 2009). Jos tutkittavaa näytettä ei ole 
esirikastettu, Ct –arvojen ja bakteereiden alkuperäisen pitoisuuden välillä näytteessä on 
usein lineaarinen korrelaatio (De Medici ym. 2003). 
2.4.2 Pulssikenttägeelielektroforeesi 
 
Genotyypitysmenetelmiin kuuluva pulssikenttägeelielektroforeesi (PFGE) on 
käytetyimpiä menetelmiä yleisimpien patogeenisten bakteereiden molekulaarisessa 
tyypityksessä, erityisesti salmonellalle ja kampylobakteereille se on osoittautunut yhdeksi 
toimivimmista tyypitysmenetelmistä (Foley ym. 2009, Wassenaar & Newell 2000). 
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Menetelmän etuina ovat korkea erottelukyky, herkkyys sekä bakteereiden hyvä 
tyypittyvyys (Gibson ym. 1995, Nakari 2011). Menetelmä soveltuu erityisen hyvin 
bakteereiden epidemiologiseen tutkimukseen esimerkiksi ruokamyrkytyksessä 
vertaamalla potilaista eristettyjä kantoja epäillystä lähteestä eristettyihin kantoihin, mutta 
moneen muuhun tyypitysmenetelmään verrattuna se on suhteellisen aikaavievä 
menetelmä (Wassenaar & Newell 2000). Se perustuu bakteerin genomin katkaisuun 
suhteellisen harvoin katkaisevalla restriktioentsyymillä, jolloin saadaan usein n. 5 – 25 
erillistä fragmenttia, joiden koot ovat bakteerisuvusta riippuen kooltaan 20 – 800 bp 
välillä (Foley ym. 2009). Pilkottu DNA ajetaan geelillä elektroforeesin tapaan, mutta 
sähkökentän suunta vaihtuu säännöllisin väliajoin pulssien muodossa, ajoaika vaihtelee 
entsyymin mukaan useimmiten 14 tunnista 48 tuntiin (Nakari 2011). Ennen solujen 
hajottamista ne valetaan agaroosiin, jottei DNA hajoaisi ennen analysointia (Foley ym. 
2009). Kampylobakteereille käytetään yleisimmin restriktioentsyymejä SmaI ja KpnI 
(Wassenaar & Newell 2000), salmonellalle taas entsyymejä XbaI, B1nI ja SpeI (Foley 
ym. 2009). Koska eri tutkimuksissa on PFGE –analyysissä usein käytetty erilaisia 
digestio- ja ajo-olosuhteita, PFGE –profiilien vertailu keskenään on haastavaa (Ribot ym. 
2001). PulseNet on standardisoitu laajasti käytössä olevaa PFGE –protokolla monille 
patogeeneille tulosten keskinäistä vertailua helpottamaan, kampylobakteereille on lisäksi 
kehitetty CampyNet –protokolla lajien C. jejuni ja C. coli molekulaariseen tyypitykseen 
muun muassa PFGE –menetelmällä (Nakari 2011).  
2.4.3 Mikrobilääkeherkkyys 
 
Mikrobilääkeherkkyyttä voidaan mitata useilla eri menetelmillä, kuten kiekon diffuusion 
etäisyyden (diffuusioon pohjautuva menetelmä) ja MIC (minimum inhibitory 
concentration) –arvon (laimennokseen pohjautuva menetelmä) perusteella (Foley ym. 
2009). Bakteereiden resistenssillä mikrobilääkkeille on merkitystä, sillä lääkkeet siirtyvät 
helposti ympäristöstä toiseen ja voivat levitä eläimiin ja ihmisiinkin, mikä tekee niistä 
eroon pääsemiseksi vaikeaa (Vallat & Edwards 2012). Myös elintarvikkeet voivat olla 
lähde antibioottiresistenteille bakteereille ja siten siirtää resistenssigeenejä eteenpäin 
(Postollec ym. 2011). Joillakin, yleisimmin serotyypin S. Typhimurium bakteerikannoilla 
on todettu usein multiresistenssiä mikrobilääkkeille (Newell ym. 2010). 
Kampylobakteereista C. jejuni on usein C. colia herkempi nalidiksiinihapolle, 
erytromysiinille ja siprofloksasiinille (Best ym. 2003). 
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3 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Työn ensisijaisena tarkoituksena oli pystyttää reaaliaikainen PCR –menetelmä 
salmonellan ja kampylobakteereiden samanaikaiseen osoittamiseen ulostenäytteistä 
käyttämällä sekä SYBR Green – että TaqMan –pohjaista tunnistusta sekä kartoittaa 
näiden bakteereiden esiintymistä riistalinnuissa. Lisäksi bakteereita koitettiin eristää 
lintujen ulostenäytteistä rikastus- ja viljelymenetelmällä sekä tunnistaa ja karakterisoida 
biokemiallisten testien ja antibioottiherkkyyden suhteen (fenotyyppiset menetelmät) sekä 
profiloida aiemmin suodatusmenetelmällä eristettyjä kantoja PFGE – 
tyypitysmenetelmällä. 
 
Tutkimushypoteesit:  
1) SYBR Green- ja TaqMan –tekniikkaan perustuvat PCR –menetelmät ovat yhtä 
tehokkaita salmonella- ja kampylobakteereiden osoittamisessa riistalintujen 
ulostenäytteistä 
2) Kampylobakteereiden prevalenssi ulostenäytteissä on huomattavasti suurempi 
kuin salmonellan  
3) Eri lintulajien välillä ei ole salmonella- ja kampylobakteereiden prevalenssin 
suhteen merkittävää eroa   
4) Viljelymenetelmällä on hankalaa varmistaa PCR – positiiviset ulostenäytteet 
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4 Aineisto ja menetelmät 
4.1 Aineisto ja esikäsittely 
 
4.1.1 Kontrollikannat  
 
Alukkeiden toimivuus käytetyllä PCR –protokollalla testattiin ensin valmiiksi eristetyillä 
kontrollikannoilla. Kampylobakteereille positiivisina kontrollikantoina käytettiin kantoja 
ATCC33560, NCTC11168 ja NCTC81-176 (C. jejuni) sekä CCUG11283 (C. coli) ja 
salmonellalle serotyypin S. Typhimurium kantaa PT14 sekä S. enterica alalajin 
diarizonae kantaa OVTS91.1, kaikkia kantoja oli säilytetty -70 °C:ssa. Kantoja 
kasvatettiin nutrient – agarilla (CM0309, Oxoid) 37 °C:ssa; kampylobakteereita 
mikroaerofiilisesti 48 h ja salmonellakantoja aerobisesti 24 h. Kaikista agarmaljoilla 
kasvaneista kannoista valmistettiin PCR –templaatit ns. keittomenetelmällä Euroopan 
Unionin referenssilaboratorion suositteleman ohjeen (EU Reference Laboratory 2013) 
mukaisesti; noin 1 µl silmukallinen puhdasviljelmäkasvustoa suspensoitiin 200 µl:aan 
TE-puskuriin (10:1, sis. 10 mM Tris ja 0,1 mM EDTA, pH 8,0), jonka jälkeen seosta 
kuumennettiin 10 min 95 °C:ssa ja sentrifugoitiin 2 min 13000 g, jonka jälkeen 
supernatantti siirrettiin uuteen eppendorf –putkeen. Vertailun vuoksi DNA eristettiin 
myös kitillä (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega) kitin ohjeen mukaisesti. 
Negatiivisena kontrollina jokaisessa PCR –ajossa käytettiin vettä, lisäksi 
kampylobakteerialukkeiden ajoissa negatiivisena kontrollina käytettiin jompaakumpaa 
salmonellakantaa ja salmonellan alukkeiden ajoissa jotakin kampylobakteerikannoista.  
4.1.2 Riistalintunäytteet 
 
Riistalintujen näytteistä oli fasaaneista peräisin olevia ulostenäytteitä kaikkiaan 102 kpl, 
sorsalinnuista 100 (joista 70 sinisorsista ja taveista 30) sekä kyyhkyistä 100. Kaikki 
riistalinnut ja siten myös ulostenäytteet olivat peräisin samalta tarhalta. Kaikista 
näytteistä DNA oli eristetty muutamaa kuukautta aiemmin ja säilytetty -20 °C:ssa. PCR 
– menetelmän tarkoituksena oli aluksi löytää SYBR Green –menetelmällä positiiviset 
näytteet salmonellan invA –geenin (Rahn ym. 1992) ja termotoleranttien 
kampylobakteereiden suhteen 16S rRNA –geenialueen (Lübeck ym. 2003, Leblanc-
Maridor ym. 2011) perusteella. Tämän jälkeen salmonellan suhteen positiiviset näytteet 
varmistettiin toisella invA –geeniä monistavalla alukeparilla (Hoorfar ym. 2000) sekä ttrA 
– geeniä monistavilla alukkeilla (Malorny ym. 2004). Kampylobakteereiden suhteen 
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positiiviset näytteet erotettiin tarkemmin monistamalla ne lajispesifisillä alukkeilla: C. 
jejunille mapA – sekä hipO –geenejä ja C. colille ceuE –geeniä monistavilla alukkeilla 
(taulukko 5). Lopuksi positiiviset näytteet varmistettiin vielä TaqMan –koettimiin 
pohjautuvalla PCR – menetelmällä: C. jejuni mapA –geenin koettimella (Best ym. 2003) 
ja salmonella invA – geenin koettimella (Malorny ym. 2007).  
4.1.3 Fasaaneista jo eristetyt kampylobakteerit  
 
Aiemmin fasaaneiden ulostenäytteistä oli suodatusmenetelmällä eristetty 
kampylobakteereita ja näistä kasvatetut puhdasviljelmät pakastettu 20 % glyserolia 
sisältävään joko kurrimaitoon tai nutrient –ravintoliemeen -70 °C:een. Nämä kannat 
haluttiin tunnistaa PCR:llä tässä tutkimuksessa käytetyillä kampylobakteerialukkeilla ja 
verrata fasaanien ulostenäytteistä eristetystä DNA:sta (kappale 4.1.2) saatuihin PCR – 
tuloksiin. Kannat viljeltiin uudelleen 5 % hevosen verta sisältävälle Columbia – 
agaralustalle (CM0331, Oxoid) ja inkuboitiin mikroaerofiilisesti (5 % O2, 5 % CO2, 2 % 
H2 ja 88 % N2) 48 h ajan lämpötilassa 42 °C, jotta saataisiin eroteltua termotolerantit 
kannat. Kasvaneista kannoista tehtiin PCR –templaatit edellä kuvatun (kappale 4.1.1) 
keittomenetelmän mukaisesti.   
4.1.4 Käytetyt alukeparit ja koettimet 
 
Työssä käytettiin useita eri alukkeita kampylobakteerien ja salmonellan osoittamiseen ja 
tunnistamiseen (taulukko 5). Kampylobakteereille yleisiksi alukkeiksi valittiin 
termotoleranttien lajien ribosomaalista 16S rRNA –geenialuetta monistavat alukkeet, 
joista puhutaan edempänä tutkimuksessa CAMP –alukkeina (Leblanc-Maridor ym. 2011) 
sekä samalta geenialueelta monistavat, myös termotolerantteja kampylobakteereita 
tunnistavat OT –alukkeet (Lübeck ym. 2003; taulukko 5). Lajille C. jejuni spesifisiksi 
alukkeiksi valittiin hipO – geeniä monistavat alukkeet hip2214F (Abu-Halaweh ym. 
2004) ja hip2474R (Linton ym. 1997), joista puhutaan edempänä HIP –alukkeina sekä 
mapA –geeniä monistavat alukkeet (Best ym. 2003), joista puhutaan edempänä 
tutkimuksessa MAP –alukkeina (taulukko 5). Lajin C. coli spesifiseksi alukepariksi 
valittiin ceuE –geeniä monistavat alukkeet, joista puhutaan tutkimuksessa edempänä 
CEU – alukkeina (Best ym. 2003; taulukko 5). Geenit mapA ja ceuE valittiin EU:n 
referenssilaboratorion C. jejunin ja C. colin tunnistukseen kehitetyn protokollan 
mukaisesti (EU Reference Laboratory 2013), mutta protokollassa julkaistut alukeparit 
(Denis ym. 1999) monistivat hyvin pitkiä geenialueita (yli 300 emäsparia) eikä niitä ollut 
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suunniteltu reaaliaikaiseen PCR:ään, joten siksi näiden geenien osoittamiseen valittiin eri 
alukkeet. Salmonellan tunnistukseen valittiin kolme eri alukeparia: invA –geenin koko 
geenialuetta monistavat alukkeet (Rahn ym. 1992), joita kutsutaan edempänä 
tutkimuksessa INV –alukkeiksi sekä lyhyempää pätkää samasta geenistä monistavat 
alukkeet (Hoorfar ym. 2000) joita kutsutaan edempänä STYINV –alukkeiksi (taulukko 
5). Lisäksi salmonellan tunnistamiseen valittiin ttrBCA –geenialuetta monistavat 
alukkeet, joista puhutaan edempänä TTR –alukkeina (Malorny ym. 2004; taulukko 5). 
Kaikki alukeparit tilattiin Oligomeriltä ja niistä tehtiin ionisoimattomaan veteen 
liuottamalla 100 µM vahvuiset kantaliuokset, joista tehtiin vielä erikseen 2 µM vahvuiset 
käyttöliuokset.  
Taulukko 5.  Reaaliaikaisella PCR – menetelmällä käytetyt alukeparit ja niiden 
monistamat geenit sekä kirjallisuuden mukaan saadut tuotteiden sulamislämpötilat. 
Laji Geeni Koko (bp) Alukkeet Tm (°C)  Viite 
termotolerantit 
kampylobakteerit 
16S rRNA  108 CAMP 80,0 LeBlanc-
Maridor ym. 
2011 
  287 OT 85,0 Lübeck ym. 
2003 
C. jejuni  hipO 260 HIP 85,0 Linton ym. 
1997, Abu-
Halaweh 
ym. 2005 
 mapA 95 MAP 77,5 Best ym. 
2003 
C. coli ceuE 102 CEU 77,5 Best ym. 
2003 
Salmonella  invA 284 INV 85,5 Rahn ym. 
1992 
  119 STYINV 79,5 Hoorfar ym. 
2000 
 ttrBCA 95 TTR 82,0 Malorny 
ym. 2004 
 
TaqMan – tekniikalla käytettäviksi koettimiksi valittiin kampylobakteereille samaa 
mapA-geenisekvenssiä tunnistava koetin, josta puhutaan selkeyden vuoksi MAP – 
koettimena (Best ym. 2003) joka leimattiin 5’ – päästä FAM – väriaineella, sekä 
salmonellalle pidemmälle invA – geenialueelle suunniteltu koetin, josta puhutaan INV – 
koettimena (Malorny ym. 2007) joka värjättiin HEX – väriaineella. Molemmat 
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koettimet leimattiin sekvenssin loppupäästä (3’) BHQ1 – värillä. Myös koettimet 
tilattiin Oligomeriltä.   
4.2 Genotyyppiset menetelmät 
 
4.2.1 SYBR Green – pohjainen reaaliaikainen PCR  
 
Kaikkia edellä mainittuja alukepareja testattiin ensin yksittäin kaikille edellä kuvatuille 
kontrollikannoille, paitsi myöhemmin tilattuja OT –alukkeita pelkästään 
keittomenetelmällä (kappale 4.1.1.) eristetyille templaateille. Sisäistä kontrollia päätettiin 
olla käyttämättä, myöskään bakteereiden pitoisuuden havaintoarvojen määritystä ei tehty 
koska näytteet oli esirikastettu.     
 Kontrollikantojen monistuksen hyvän toimivuuden perusteella kaikista 
riistalintujen DNA –näytteistä ajettiin ns. duplex –PCR käyttämällä alukepareina edellä 
mainittuja termotoleranttien kampylobakteereiden 16S rRNA –aluetta monistavia CAMP 
– alukkeita sekä salmonellan virulenssigeenin invA tunnistavia INV –alukkeita. Koska 
kirjallisuuden (taulukko 5) ja kontrollikantojen PCR –ajon perusteella näiden alukeparien 
monistamien geenituotteiden sulamislämpötilat erosivat toisistaan noin 5 °C, tuotteiden 
erottaminen toisistaan sulamiskäyräanalyysin perusteella oli mahdollista. Tulokset 
määritettiin vertaamalla monistuneiden näytteiden Ct –arvoja sekä sulamiskäyrän 
perusteella saatua lämpötilaa kontrolliajojen perusteella valittuihin raja-arvoihin. CAMP- 
ja INV –alukkeilla positiivisten tulosten rajoiksi valittiin Ct –arvo ≤ 36 sekä 
kontrollikantojen perusteella määritettyjen sulamislämpötilojen ero korkeintaan yhdellä 
celsiusasteella (CAMP –alukkeilla 80,0 ± 1 °C ja INV –alukkeilla 85,5 ± 1 °C). 
Kampylobakteereiden suhteen positiivisista näytteistä tehtiin edelleen PCR –ajot edellä 
kuvatuilla HIP-, MAP- ja CEU –alukkeilla (taulukko 5). Ensiksi mainitulle alukeparille 
positiivisten tulosten rajoiksi valittiin Ct –arvo ≤ 40 kontrollikantojen muiden alukkeiden 
kontrollikantojen PCR – ajojen korkeampien Ct – arvojen vuoksi ja Tm –arvo 79,5 ± 1 
°C. MAP- ja CEU –alukkeille positiivisten tulosten Ct –arvojen rajoiksi määritettiin 
molemmille ≤ 36 sekä Tm 77,5 ± 1 °C. Duplex –ajon perusteella salmonellapositiivisista 
näytteistä tehtiin edelleen varmistus edellä kuvatuilla lyhyempää invA –geenialuetta 
monistavilla STYINV –alukkeilla sekä ttrBCA –geenialuetta monistavilla TTR –
alukkeilla salmonellapositiivisten näytteiden varmistamiseksi. Lopuksi tarkoitus oli vielä 
tehdä OT – alukkeilla varmistusajo CAMP –alukkeiden perusteella kampylobakteereiden 
suhteen positiivisista näytteistä, jotka eivät monistuneet MAP-, HIP-, ja CEU –alukkeilla.
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 Fasaaneista jo eristetyistä ja Columbia –agarilla kasvaneista 
kampylobakteerikannoista tehdyistä DNA –templaateista tehtiin aluksi PCR –ajo CAMP 
– alukkeilla ja näillä positiivisista kannoista edelleen HIP – alukkeilla. Jälkimmäisillä 
alukkeilla negatiivisista näytteistä tehtiin PCR –ajo vielä CEU –alukkeilla. 
Viljelymenetelmällä (kappale 4.3.1.) osalle riistalintunäytteistä eristämällä saaduista 
epäillyistä kampylobakteereista tehtiin myös PCR –ajo CAMP –alukkeilla. DNA 
eristettiin maljalla kasvaneista pesäkkeistä edellä kuvatulla keittomenetelmällä (kappale 
4.1.1).        
 Reaktioseokseen pipetoitiin 10 µl Taq –polymeraasia sisältävää iQ™ 
SYBR®Green 2x Supermix –seosta (Bio Rad), 2 µl 200 nM vahvuiseksi laimennettua ja 
yhdistettyä kunkin alukeparin seosta, 1 µl DNA –templaattia sekä ionisoimatonta vettä 
20 µl:n tilavuuteen asti. PCR –ohjelma koostui aluksi polymeraasin aktivoinnista (95 °C 
3 min), sen jälkeen seurasi 40 sykliä, joihin kuului denaturaatio (95 °C 10 s), kiinnittymis- 
(58 °C 10 s) sekä pidennysvaihe (72 °C 30 s). Jokaisen syklin kiinnittymisvaiheen jälkeen 
mitattiin fluoresenssi ja sulamiskäyrä saatiin heti monistuksen jälkeen lämpötilavälillä 55 
– 95 °C nopeudella 0,5 °C / 5 s. Näytteet pipetoitiin 96-paikkaiselle levylle joka peitettiin 
optisella kalvolla (Multiplate PCR Plates Low 96-well sekä Microseal Film, Bio Rad). 
PCR –ajot tehtiin laitteessa C1000 Thermal Cycler, jossa oli detektorina CFX96™ Real-
Time System ja datankäsittelyohjelmana CFX Manager 2.0 (Bio Rad). Kontrolliajojen 
perusteella määritettiin tuotteiden sulamislämpötilat, joita käytettiin positiivisten tulosten 
määrityksessä riistalintunäytteille. Kynnysarvo monistumiskäyrille asetettiin kaikissa 
ajoissa samalle tasolle (n. 50 relative fluorescence units [RFU]) tulosten 
standardisoimiseksi ja samoin sulamiskäyräanalyysissä.  
 Huonon monistumisen vuoksi STYINV – alukkeilla kokeiltiin lisäksi ajaa 
PCR muuten samalla ohjelmalla mutta kiinnittymisvaiheen lämpötilaksi vaihdettiin 55 
°C. Myös OT – alukkeilla huonon monistuvuuden vuoksi kahdelle CAMP – alukkeiden 
suhteen positiiviselle riistalintunäytteelle päätettiin kokeilla lämpötilagradienttiajoa 
optimaalisen lämpötilan löytämiseksi (kuusi eri lämpötilaa välillä 55 – 62 °C). 
Positiivisten tulosten rajoiksi määritettiin OT – alukkeille Ct – arvojen raja ≤ 40 sekä 
sulamislämpötilan raja 85,0 ± 1 °C.  
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4.2.2 TaqMan – pohjainen reaaliaikainen PCR  
 
Koettimeen perustuvaa reaaliaikaista PCR –menetelmää pidetään yleisesti 
luotettavampana kuin pelkkään väriaineeseen (kuten SYBR Green) perustuvaa, joten osa 
määritettyjen raja-arvojen mukaisesti SYBR Green PCR –menetelmällä positiivisista 
näytteistä varmistettiin monistamalla ne vielä alukkeille spesifisten koettimien avulla. 
Hyvän saannon vuoksi SYBR Green –tekniikkaan perustuvalla PCR –menetelmällä 
päätettiin olla käyttämättä sisäistä kontrollia myöskään koettimien kanssa. Tuloksia 
arvioitiin myös vertaamalla näytteistä saatuja Ct –arvoja valittuun raja-arvoon, 
molemmille koettimille valittiin positiivisten tulosten rajaksi Ct –arvo ≤ 36. Positiivisina 
kontrolleina käytettiin INV –alukkeille kantaa T14 (S. Typhimurium) sekä MAP – 
alukkeille kantaa NCTC11168 (C. jejuni) ja niistä keittomenetelmällä (kappale 4.1.1) 
eristettyjä templaatteja. Toisilleen negatiivisina kontrolleina toimivat vastakkaiset 
kontrollikannat ja lisäksi negatiivisena kontrollina käytettiin vettä. TaqMan –tekniikkaan 
perustuvissa PCR –ajoissa koettimille testattiin kahta eri mastermix –seosta: SSOFast™ 
Probes Supermix sekä iQ™ Multiplex Powermix Control (molemmat Bio Rad). 
Jälkimmäinen sisälsi Taq –polymeraasientsyymiä ja ensimmäinen entsyymiä Sso7d-
fusion. Aluksi SYBR Green –tekniikkaan perustuvan MAP –alukkeiden PCR –ajojen 
perusteella positiivisille näytteelle ajettiin TaqMan –pohjainen PCR mapA – 
geenialueelle spesifisellä koettimella käyttäen SSOFast Probes Supermix –seosta.  
 Ensimmäisiin PCR –ajoihin 20 µl reaktioseokseen tuli 10 µl SSOFast 
Probes Supermix –seosta, 2,5 µl alukkeita (250 nM), 2 µl koetinta (200 nM), 2,5 µl 
ulostenäytteistä eristettyä DNA –templaattia sekä loput ionisoimatonta vettä. Ajoon 
kuului alkudenaturaatio (95 °C 3 min), jonka jälkeen 40 sykliä: denaturaatio 95 °C 10 s 
ja kiinnittymisvaihe 60 °C 30 s. Fluoresenssi mitattiin 60 °C:ssa jokaisen syklin 
kiinnittymisvaiheen päätteeksi. Tämän jälkeen sekä INV- että MAP –alukkeiden suhteen 
SYBR Green – tekniikalla positiivisille näytteille tehtiin duplex –PCR käyttäen SSOFast 
Probes Supermix–seosta samalla PCR –ohjelmalla. 20 µl reaktioseokseen käytettiin 10 
µl mastermix –seosta, 200 nM kumpaakin alukeparia ja koettimia sekä 2 µl DNA – 
templaattia. Osa sekä MAP- että INV – alukkeilla SYBR Green – menetelmällä 
positiivisista näytteistä ajettiin myös duplex –PCR:llä käyttäen iQ Multiplex Powermix – 
seosta (200 nM kutakin alukeparia ja koetinta ja 2 µl DNA-templaattia) muuttamalla ajo-
ohjelmaa sen verran, että että alkudenaturaation (95 °C 3 min) jälkeen seurasi 40 sykliä: 
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denaturaatio- (95 °C 10 s), kiinnittymis- (60 °C 30 s) ja pidennysvaihe (72 °C 45 s) sekä 
erillinen pidennysvaihe (72 °C 25 s). 
4.2.3 Reaaliaikaisen PCR:n standardisuorat ja tilastolliset testit 
 
Jotta saatiin määritettyä eri olosuhteiden vaikutus reaktioiden tehokkuuteen, tehtiin 
kontrollikannoille sekä SYBR Green- että TaqMan –pohjaisten PCR –ajojen tulosten 
perusteella standardisuorat. Tämä suoritettiin tekemällä positiivisista kontrolleista 
kymmenkertaiset laimennossarjat, joista tehtiin PCR –ajot. Ajojen tuloksista tehtiin 
standardisuorat siten, että DNA –pitoisuuden negatiivinen kymmenkantainen logaritmi 
esitettiin Ct –arvojen funktiona ja suorista määritettiin Pearsonin lineaarisen 
korrelaatiokertoimen neliö (R2 –arvo). Kuvaajat ja tunnusluvut saatiin käyttämällä 
Microsoft Office Excel (2013) –ohjelmaa. Kontrollikannoista (ATCC33560, 
NCTC11168 sekä T14) eristetystä DNA:sta tehtiin kymmenkertaiset laimennokset (102 – 
10-5 ng/µl) steriiliin veteen. Kannalle ATCC33560 (C. jejuni) tehtiin CAMP – 
alukeparilla ajo SYBR Green –PCR:llä, TaqMan –tekniikalla MAP –alukkeille ja – 
koettimelle käytettiin kantaa NCTC11168 (C. jejuni) TaqMan –pohjaisella PCR:llä 
kantaa T14 (S. Typhimurium) käytettiin INV –alukkeille ja –koettimelle sekä SYBR 
Green- että TaqMan –tekniikoilla. Kontrollikantojen DNA –pitoisuus mitattiin 
spektrofotometrisesti optisen tiheyden avulla aallonpituudella 260 nm NanoDrop™ 1000 
(Thermo Scientific) –ohjelmalla ja säädettiin ensimmäiselle laimennokselle suurinpiirtein 
100 ng /µl konsentraatioon (kannan T14 ensimmäisen laimennoksen pitoisuus oli 142 
ng/µl, kannan ATCC33560 106 ng/µl sekä kannan NCTC11168 pitoisuus 125 ng/µl). 
Ensin haluttiin selvittää erosiko duplex-PCR –reaktion tehokkuus SYBR Green – 
tekniikalla vain yhdellä alukeparilla (CAMP- ja INV –alukkeet) tehdystä PCR –ajosta 
tehokkuudesta molemmilla alukeparilla tehtyyn PCR –ajoon. Reaktioseokset tehtiin 
samalla tavalla kuin aiemmissa SYBR Green PCR –ajoissa ja ajon olosuhteet olivat samat 
kuin muissakin aiemmissa SYBR Green –pohjaisissa PCR –ajoissa (kappale 4.2.1).
 Koska TaqMan – koettimiin perustuvassa PCR:ssä oli kokeiltu eri näytteille 
erilaisia reaktioseoksia ja myös erilaista ajo-ohjelmaa, haluttiin standardisuorien avulla 
saada selville vaikuttivatko ne reaktioiden tehokkuuteen. Lisäksi koettimilla tehtyjen 
PCR –ajojen suhteen selvitettiin, oliko eroa edellä mainittujen kahden alukeparin ja vain 
yhdellä alukeparilla tehtyjen reaktioiden tehokkuuden välillä. Ensiksi verrattiin erikseen 
pelkkiä MAP –alukkeita ja –koetinta sekä pelkkiä INV –alukkeita ja –koetinta sisältävän 
reaktioseoksen PCR –ajoa sellaiseen, joka sisälsi molemmat alukeparit käyttäen seosta 
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SSO Fast samanlaisella reaktioseoksella kuin riistalintunäytteille (4.2.2). Kuten edellä, 
lyhyemmän ajon ohjelma koostui alkudenaturaatiosta (95 °C 3 min), jonka jälkeen oli 40 
sykliä: denaturaatio- (95 °C 10 s) ja kiinnittymisvaihe (60 °C 30 s). Tämän jälkeen 
verrattiin eroa PCR –ajon tehokkuudessa erikseen MAP- ja INV –alukkeilla samanlaisella 
pidemmällä PCR –ohjelmalla kuin edellä (kappale 4.2.2) käyttäen iQ Multiplex –seosta 
samanlaisilla reagenssien pitoisuuksilla kuin riistalintunäytteille (4.2.2).  
 Sekä SYBR Green- että TaqMan –pohjaisilla PCR –menetelmillä saatujen 
tulosten Ct –arvojen aritmeettinen keskiarvo laskettiin käyttäen kaavaa: 
?̅?=(1/𝑛)Σ𝑥ᵢ𝑛𝑖=1/𝑛(𝑥1+⋯+𝑥𝑛), jossa n on havaintojen lukumäärä ja keskihajonta 
määritettiin kaavalla: √𝐸(𝑥 − 𝐸𝑥)2  , jossa E on odotusarvo ja x havainnon arvo. 
Molemmat testit suoritettiin Microsoft Office Excel 2013 – ohjelmalla. 
 SYBR Green- ja TaqMan – tekniikoilla saatujen mapA – geenin PCR-
tulosten vertailuun tehtiin riippumattomien otosten kaksisuuntainen t – testi sekä Levenen 
yhtäsuurien varianssien testi SPSS 6.1 (IBM) – ohjelmalla 5 % merkitsevyystasolla 
(P<0,05). Testit tehtiin nollahypoteesilla, ettei eri tekniikalla MAP – alukkeilla saatujen 
Ct – arvojen välillä ole tilastollisesti merkittävää eroa: 
H0: µ1 = µ2, σ12 = σ22 
jossa µ kuvaa Ct – arvojen keskiarvoa sekä σ Ct – arvojen varianssia. Ennen testin 
suorittamista Ct – arvoille tehtiin Kolmogorov-Smirnovin yhteensopivuustesti 
selvittämään, voidaanko niiden olettaa olevan normaalisti jakautuneita. Testin 
merkitsevyystasoksi valittiin 5 % (P <0,05).  
 
4.2.4 Pulssikenttägeelielektroforeesi 
 
Pulssikenttägeelielektroforeesia (PFGE) käytettiin eristettyjen kampylobakteerien 
molekyylibiologiseen tyypitykseen. PFGE –tyypitykseen valittiin aiemmin 
fasaaninäytteistä suodatusmenetelmällä eristetyistä kampylobakteerikannoista HIP – 
alukkeilla reaaliaikaisen SYBR Green PCR – menetelmän perusteella positiiviset kannat, 
jotka kuuluivat todennäköisesti lajiin C. jejuni (16 kpl) sekä yhdestä sorsanäytteestä 
viljelyllä (kappale 4.3.1) eristetty pesäke. Kontrollikantana käytettiin kantaa ATCC33560 
(C. jejuni). Puhtauden varmistamiseksi pakasteputkissa olevat kannat viljeltiin ensin 
mCCDA –maljoille ja kasvatettiin 48 h mikroaerofiilisesti 37 °C:ssa, jonka jälkeen ne 
jatkoviljeltiin kahdelle 5 % verta sisältävälle Columbia –agarille ja kasvatettiin kuten 
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edellä. Bakteerikasvustoa otettiin jokaisesta kannasta kahdelta alustalta, paitsi kannan 
FA4 CO.250 osalta vain yhdeltä maljalta, koska toisella maljalla kasvoi lähes koko 
maljalla täysin erinäköisiä (hemolyyttisiä pesäkkeitä) ja vain toisessa 
kampylobakteereille tyypillisen näköisiä pesäkkeitä. Bakteerikasvusto suspensoitiin 10 
% formaldehydiä sisältävään 0,9 % NaCl –liuokseen, vorteksoitiin ja pidettiin ½ h jäillä. 
Tämän jälkeen seos sentrifugoitiin (4 °C, 10 min 3000 g), jonka jälkeen solupelletti 
pestiin kolme kertaa PIV –puskurilla (sis. 10 mM Tris-HCl ja 1 M NaCl) ja aina välissä 
sentrifugoitiin kuten edellä. Viimeisen pesun ja sentrifugoinnin jälkeen pelletti liuotettiin 
1,5 ml:aan samaa PIV –puskuria. 2 % agaroosigeeli valmistettiin samaan PIV –puskuriin 
InCert Agarose (Lonza) –jauheesta keittämällä seosta kiehuvassa vesihauteessa 10 min ja 
tämän jälkeen pitämällä 60 °C:ssa geelien valmistukseen asti. Geelit valmistettiin 
yhdistämällä 1 ml:n ruiskuun samassa suhteessa agaroosigeeliä ja bakteeriliuosta ja 
vorteksoimalla seos. Geelien annettiin kiinteytyä pitämällä ruiskuja hetken aikaa jäillä, 
minkä jälkeen ne leikattiin skalpellilla puoliksi ja suspensoitiin 2,5 ml:aan 1 x Lysis 
puskuria (sisältäen 1 M Tris + 3 M NaCl + 0,5 M EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 
+ Brij-58 + sodium deoxycholate + sodium lauroyl sarcosine), joka sisälsi 2 % 
lysotsyymiä (50 mg/ml) ja 0,2 % RNAasi A- eli ribonukleaasi –entsyymiä (10 mg/ml). 
Koeputkia pidettiin noin 12 h ajan 37 °C:ssa vaakatasossa 100 rpm tasoravistelijassa. 
Toisena päivänä putkiin vaihdettiin ESP –puskuri (tehty 95 ml steriilisuodatetusta ES-
puskurista (0,5 M EDTA + sodium lauroyl sarcosine) lisäämällä 5 ml proteinaasi K – 
entsyymiä (Thermo Scientific Proteinase K, >600 U/ml #EO0491), ja tästä liuoksesta 
tehtiin edelleen 5 % laimennos ES –puskuriin). Näytteestä 2 geelit putosivat lysis – 
puskuria pois kaadettaessa ja asia huomattiin vasta kun myös näytteen 3 geelit putosivat, 
joten näyteputkeen 3 otettiin kolme erillistä geelipalaa. Putket laitettiin 50 °C PFGE – 
rolleriin (Techne Hybridiser HB-1D) uuniin 12 h ajaksi. Kolmantena päivänä ESP – 
puskuri vaihdettiin ensin aamupäivällä ja laitettiin samaan 50 °C rolleriin 5 h ajaksi ja 
puskuri vaihdettiin uuteen vielä iltapäivällä ja jälleen laitettiin samaan rolleriin 12 h 
ajaksi. Neljäntenä päivänä näyteputkista toinen geelipuolikas jokaisesta tyypitettävästä 
kannasta laitettiin uuteen koeputkeen, johon lisättiin 2,5 ml 0,5 M Pefabloc –puskuria 
(pH <7, Sigma Aldrich) ja laitettiin 37 °C tasoravistelijaan 2 h ajaksi, jonka jälkeen 
puskuri vaihdettiin uuteen ja jätettiin tasoravistelijaan yön yli 12 h ajaksi. Puskuri 
valmistettiin noin pH:hon 6,9 säädetystä TE –puskurista (sis. 1 M Tris-HCl –puskuria + 
0,5 M EDTA –puskuria suhteessa 5:1), johon lisättiin 1 % Pefabloc –entsyymiä (25 
mg/ml, Sigma Aldrich). Toinen geelipaloista säilytettiin varmuuden vuoksi 4 °C 
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lämpötilassa samassa Pefabloc –puskurissa. Viidentenä päivänä tasoravistelijassa yön yli 
olleiden geelien puskuri vaihdettiin 1:10 laimennettuun TE –puskuriin jonka pH oli yli 7 
(sis. 1 M Tris-HCl + 0,5 M EDTA suhteessa 5:1) ja jätettiin 2 h ajaksi tasoravistelijaan 
(37 °C).  Tämän jälkeen puskuri vaihdettiin uuteen TE –puskuriin ja plugeja säilytettiin 
4 °C:ssa digestioon asti. DNA –geelistä leikattiin skalpellilla 1 ml ruiskun avulla ohut, 
noin 1 mm paksuinen kiekko joka suspensoitiin suhteessa 1:10 laimennettuun 20 U NEB-
puskuriin (10 x NEBuffer 4, #B70045, New England Biolabs Inc.) ja annettiin olla ½ h 
jäillä. Tämän jälkeen putkiin lisättiin 20 U vahvuista restriktioentsyymiä sisältävää samaa 
NEB – puskuria ja jätettiin kiekot digestoitumaan noin 20 h ajaksi 25 °C lämpötilaan. 
Digestio suoritettiin entsyymillä SmaI (20 000 U/ml, #R0141S, New England Biolabs), 
joka katkaisee DNA:n kohdissa: 
5’…CCC↓GGG…3’    
3’…GGG↑CCC…5’ 
Ajoa varten tehtiin 1 % geeli (sis. 1 % SeaKem Gold Agarose, Lonza) 0,5x laimennettuun 
TBE –puskuriin (1 x puskuri sis. 89 mM Tris-HCl, 89 mM boorihappoa ja 25 mM 
EDTA). Ajo suoritettiin 1 x TBE –puskurissa laitteessa Pharmacia Biotech (GN 
Controller + Gene Navigator + Electrophoresis Power Supply-EPS 600) ja ajoaika kesti 
kokonaisuudessaan 19 h (jännite 200 V, sähkövirta max. 90 mA ja pulssien kesto 1 – 25 
s). Kokomarkkerina käytettiin Lambda Ladder PFG Marker N0340S (50 µg/ml, New 
England Biolabs) jonka koko oli 50 – 1000 kb. Ohjelman jälkeen saatu geeli huuhdeltiin 
kahdesti 100 µg etidiumbromidia sisältävällä 1 x TBE –puskuriliuoksella (ravistelijassa 
kummallakin kerralla n. ½ h) ja kuvattiin UV –valossa käyttäen laitetta Alpha Innotech 
ja kuvankäsittelyohjelmaa Alpha Imager.  
 
4.3 Fenotyyppiset menetelmät 
 
4.3.1 Bakteereiden eristys viljelyllä   
 
SYBR Green –pohjaisen PCR –monistuksen perusteella HIP- ja CEU –alukkeilla 
positiivisista riistalintunäytteistä (24 kpl) koetettiin eristää kampylobakteereita ISO – 
standardin 10272–1:2006 mukaisella menetelmällä. Osasta PCR –menetelmällä  
positiivisista näytteistä tehtiin aluksi vertailu sekä inkuboimalla suoraan 10 µl 
ulostenäytettä mCCDA –maljalla (CM0739, Oxoid) johon lisättiin supplementtia 
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(SR155, Oxoid), että ensin rikastamalla (1:10) 0,5 ml ulostenäytettä 4,5 ml:aan 
selektiivistä Bolton –lientä (CM0983, Oxoid) johon lisättiin selektiivistä supplementtia 
(SR183, Oxoid) sekä 5 % hevosen verta ja inkuboimalla näytettä mikroaerofiilisesti 42 
°C:ssa 24 h. Tämän jälkeen 100 µl Bolton –liemessä rikastettua suspensiota levitettiin 
mCCDA –maljalle. Molemmilla menetelmillä käsiteltyjä näytteitä inkuboitiin mCCDA – 
maljoilla 48 h 42 °C:ssa. Matalan saannon vuoksi näytteille, joista ei saatu kasvustoa, 
kokeiltiin vielä tehdä liemirikastus inkuboimalla samoja näytteitä uudelleen Bolton – 
liemessä muuten samoin kuin edellä mutta pidentämällä rikastusaikaa (24 h sijasta 48 h). 
Bolton –liemessä rikastettuja ja mCCDA –maljalla kampylobakteereille tyypillisen 
näköiset bakteeripesäkkeet viljeltiin edelleen 5 % hevosen verta sisältäville Columbia – 
maljoille (CM271, Oxoid). Epäillyistä kampylobakteeripesäkkeistä tehtiin PCR – 
templaatti edellä kuvatulla keittomenetelmällä (kappale 4.1.1). Niistä näytteistä, joiden 
maljoilla selkeästi kasvoi hallitsevasti muu kuin kampylobakteeri, tehtiin vielä 
jatkoviljely mCCDA –maljalle (48 h 42 °C). Yhdestä TTR –alukkeilla heikosti 
positiivisesta ulostenäytteestä (SOR32) tehtiin myös maljaviljely tiputtamalla noin kolme 
pisaraa vorteksoitua näytettä MSRV –maljalle ja inkuboimalla 42 °C:ssa 24 h. Näytettä 
ei esirikastettu, koska kaikki alkuperäisnäytteet oli rikastettu ennen pakastusta 
puskuroidussa peptonivedessä (BPW). 
4.3.2 Biokemialliset testit 
 
Edellä kuvatulla viljelymenetelmällä (kappale 4.3.1) jatkoviljelymaljoilla kasvaneille, 48 
h ikäisille puhdasviljelmille tehtiin lisäksi hippuraattitesti, jossa lisättiin n. 1 µl 
silmukallinen puhdaskasvustoa 1 % natriumhippuraattiliuokseen ja inkuboitiin 37 °C:ssa 
2 h. Tämän jälkeen seoksen päälle lisättiin 3,5 % ninhydriiniliuosta ja inkuboitiin edelleen 
37 °C:ssa 5 – 10 min, värin muutos violetiksi indikoi positiivista tulosta. Lisäksi edellä 
mainittujen näytteiden osalle fasaaneista jo eristetyistä kampylobakteereista tehtiin 
kataalasi- ja oksidaasitestit suspensoimalla pesäke katalaasi- tai oksidaasireagenssia 
sisältävälle filtteripaperille sekä osalle näiden testien suhteen positiivisille näytteille myös 
gramvärjäys. 
4.3.3 Mikrobilääkeherkkyys 
 
Yhden viljelymenetelmällä (kappale 4.3.1) ulostenäytteestä mCCDA –alustalta eristetyn 
pesäkkeen sekä kontrollikannan ATCC33560 herkkyyttä eri lääkeaineille testattiin 
erityisesti C. jejuni ja C. coli –lajeille tarkoitetun antibioottilevyn (VetMIC Camp, SVU 
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National Veterinary Institute) avulla. Testatut lääkeaineet olivat erytromysiini, 
siprofloksasiini, tetrasykliini, streptomysiini, gentamysiini ja nalidiksiinihappo. 
Puhdasviljelmät kannoista oli viljelty mCCDA –maljoilta kahdesti 5 % hevosen verta 
sisältävälle nutrient –agarille ja tämän jälkeen kummastakin viljelmistä otettiin 1 µl 
silmukallinen kasvustoa 2 ml:aan 0,9 % NaCl lientä. Tästä otettiin edelleen 100 µl 
suspensiota 10 ml:aan (1:100 laimennos) Mueller Hinton –lientä (Difco, sis. 5 % 20 min 
16 000 g sentrifugoitua veden kanssa 50 % suhteessa laimennettua sekä lyysattua eli 3 
kertaa jäädytettyä ja sulatettua hevosen verta) ja tästä liemestä 100 µl jokaiseen VetMIC 
–levyn kaivoon (sis. noin 106 CFU bakteerikasvustoa). Tämän jälkeen siitä tehtiin 
tiheyskontrolli 10 µl suspensiota 10 ml:aan 0,9 % NaCl –liuosta ja viljelemällä tästä 100 
µl suspensiota verimaljalle. Levyjä ja kontrollimaljoja inkuboitiin mikroaerofiilisesti 48 
h 37 °C:ssa. Tulokset luettiin MIC-arvona (lääkeaineen pienimpänä konsentraationa joka 
estää bakteerin kasvun). Levyllä eri mikrobilääkkeille oli määritelty erilaiset 
maksimikonsentraatiot. 
 
5 Tulokset 
5.1 Genotyyppiset menetelmät 
 
5.1.1 SYBR Green – pohjainen reaaliaikainen PCR  
 
PCR –monistuksen tulosten Ct –arvojen ja sulamislämpötilojen perusteella salmonellan 
INV-, STYINV- ja TTR –alukkeet olivat kontrollikantojen hyvin toimivia (taulukko 6). 
Kampylobakteereiden CAMP-, MAP- ja CEU –alukkeiden toimivuus oli 
kontrollikantojen ajojen perusteella hyvä, Ct –arvot olivat alhaisia (taulukko 7) ja 
geenituotteet sulamiskäyräanalyysin perusteella selkeitä. HIP –alukkeiden toimivuus oli 
korkeiden Ct –arvojen perusteella hieman huonompi (taulukko 7), mutta alukkeet eivät 
monistaneet epäspesifisiä geenituotteita ja muodostuneet tuotteet olivat hyvin erottuvia 
(kuvat 1 ja 3). Positiivisten kontrollikantojen DNA:n eristysmenetelmiä verrattaessa 
SYBR Green PCR:llä Ct –arvot olivat suurimmassa osassa kantoja alhaisempia 
keittomenetelmällä tehdyistä kuin DNA –kitillä eristetyistä templaateista, minkä 
perusteella riistalintujen ulostenäytteiden PCR –ajoihin siis positiivisina kontrolleina 
käytettäviksi valittiin keittomenetelmällä eristetyt templaatit (taulukot 6 ja 7). INV – 
alukkeilla salmonellakontrollikantojen sulamislämpötilat tuotteissa vaihtelivat 85,0 – 
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85,5 °C välillä ollen matalampia kitillä eristetyissä DNA –templaateissa, tosin kitillä 
eristetyt templaatit monistuivat myöhemmin kuin keittomenetelmällä (taulukko 6). 
STYINV –alukkeilla kontrollikantojen sulamislämpötilat erosivat toisistaan enemmän 
ollen 78,5 – 79,5 °C välillä, molemmilla kannoilla sulamislämpötilat olivat myös 
matalampia kitillä eristetyissä templaateissa samoin kuin INV –alukkeilla, ja kannan 
OVTS91.1 (S. diarizonae) sulamislämpötilat olivat kantaan T14 (S. Typhimurium) 
verrattuna korkeammat (taulukko 6). TTR –alukkeilla kaikkien templaattien kohdalla 
saatiin sama tuotteen sulamislämpötila 82,0 °C (taulukko 6). Kannan T14 kohdalla 
kaikilla kolmella alukeparilla Ct –arvot olivat noin 8 sykliä pienemmät 
keittomenetelmällä eristetyissä templaateissa verrattuna kitillä eristettyihin (taulukko 6). 
Kannalla OVTS91.1 STYINV- ja TTR –alukkeilla Ct –arvot erosivat myös ollen 
keittomenetelmällä eristetyissä templaateissa noin 4 sykliä pienemmät kuin kitillä 
eristetyissä (taulukko 6). TTR –alukkeilla monistustuotteiden sulamislämpötila oli täysin 
sama kuin kirjallisuudessa, INV- ja STYINV –alukkeilla eroa oli 0,5° ja 1 °C (taulukko 
5, kappale 4.1.4). 
 
Taulukko 6. Salmonellakontrollikantojen PCR –monistuksen tulokset SYBR Green– 
menetelmällä kolmella eri alukeparilla.  
 INV STYINV TTR  INV STYINV TTR 
T14    OVTS91.1    
Ct (DNA7)                      24,0 27,2 26,4 Ct (DNA) 14,7 22,6 23,2 
Ct (TE8) 16,2 17,7 18,0 Ct (TE) 17,4 17,8 19,9 
Tm (DNA, °C) 85,0 78,5 82,0 Tm (DNA) 85,0 79,0 82,0 
Tm (TE, °C) 85,5 79,0 82,0 Tm (TE) 85,5 79,5 82,0 
 
 
Termotolerantteja kampylobakteereita tunnistavien alukeparien CAMP, OT, MAP ja 
CEU monistamat geenituotteet olivat sulamislämpötiloiltaan melko yhteneviä 
kirjallisuuden kanssa (erot olivat vain 0,5 °C, mutta HIP – alukkeilla ne olivat 5,0 – 5,5 
°C matalammat (taulukko 5, kappale 4.1.4). CAMP – alukeparilla C. jejuni –kantojen 
ATCC33560 ja NCTC81-176 Ct –arvot olivat keittomenetelmällä eristetyissä 
                                                          
7 DNA = kitillä eristetty templaatti 
8 TE = keittomenetelmällä eristetty templaatti 
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templaateissa noin 5 sykliä pienemmät kuin kitillä eristetyissä (taulukko 7). Kantojen 
NCTC11168 (C. jejuni) ja CCUG11283 (C. coli) kohdalla Ct –arvot olivat kitillä 
eristetyissä templaateissa pienemmät kuin keittomenetelmällä mutta ero oli keskimäärin 
vain reilun yhden syklin (taulukko 7). Kaikkien templaattien sulamislämpötilat olivat 
samat (80,0 °C) paitsi kantojen ATCC33560 ja CCUG11283 kitillä eristetyissä 
templaateissa 80,5 °C (taulukko 7). OT – alukkeilla kaikilla testatuilla kontrollikannoilla 
muodostui varsinaisen monistustuotteen lisäksi (85,0 °C) lisäksi epäspesifinen 
monistustuote denaturaatiolämpötilan 80,5 – 81 °C välillä ja ja Ct –arvot erosivat eniten 
kantojen ATCC33560 ja CCUG11283 välillä (noin 14 sykliä; taulukko 7). MAP –
alukkeilla kantojen ATCC33560 ja NCTC81-176 Ct –arvot olivat pienemmät 
keittomenetelmällä eristetyissä templaateissa verrattuna kitillä eristettyihin, kun taas 
kannalla NCTC11168 molemmissa templaateissa Ct –arvot olivat samaa luokkaa 
(taulukko 7). Kaikkien tuotteiden sulamislämpötilat MAP –alukkeilla olivat samat (77,5 
°C, taulukko 7). Negatiiviseksi kontrolliksi tarkoitetun C. coli –kannan CCUG1183 ei 
pitänyt kirjallisuuden perusteella sisältää alukkeilla monistettavaa mapA –geeniä, mutta 
silti reaktiossa muiden kontrollikantojen sulamislämpötilan perusteella samankokoinen 
tuote, tosin vasta yli Ct –arvolla 30 (taulukko 7). HIP –alukkeiden kohdalla templaattien 
monistuminen tapahtui C. jejuni –kannoilla ATCC33560 ja NCTC81-176 myöhään, 
keittomenetelmällä eristetyillä yli Ct –arvolla 20 ja kitillä eristetyillä vasta yli Ct –arvolla 
30 (taulukko 7). Kannalla NCTC11168 (C. jejuni) HIP –alukkeilla monistettaessa Ct –
arvo oli keittomenetelmällä noin neljä sykliä suurempi kitillä eristettyyn templaattiin 
verrattuna (taulukko 7). HIP –alukkeilla monistustuotteiden sulamislämpötilat vaihtelivat 
79,5 – 80,0 °C välillä ollen kitillä eristetyillä templaateilla korkeammat (taulukko 7). 
Negatiivisena kontrollina käytetty CCUG11283 (C. coli) ei monistunut lainkaan HIP –
alukkeilla (taulukko 7). CEU –alukkeilla monistustuotteiden sulamislämpötilat olivat 
samat (77,5 °C) ja Ct –arvot hyvin lähellä toisiaan, negatiivisena kontrollina käytetty 
kanta ATCC33560 (C. jejuni) ei monistunut lainkaan (taulukko 7).  
 
 
 
 
Taulukko 7. Kampylobakteerikontrollikantojen SYBR Green –pohjaisen PCR – 
monistuksen tulokset eri alukepareilla.  
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   CAMP            OT MAP HIP CEU 
ATCC 33560 Ct (DNA9) 20,9           22,1 33,8  
 (C. jejuni) Ct (TE10)  15,3 23,9 16,0 20,8 N/A11 
  Tm (DNA, °C) 80,5  77,5 80,0    
  Tm (TE, °C) 80,0 80,5 & 85,0 77,5 79,5 - 
NCTC 81–176 Ct (DNA) 20,0   20,2  31,6  
(C. jejuni) Ct (TE) 14,1  19,5 12,8 21,8  
  Tm (DNA, °C)  80,0   77,5  80,0  
 Tm (TE, °C) 80,0 81,0 & 85,0 77,5 79,5  
NCTC 11168 Ct (DNA) 12,8  11,3 16,1  
 (C. jejuni) Ct (TE) 14,3 10,0 13,6 20,0  
  Tm (DNA, °C) 80,0  77,5 79,5  
 Tm (TE, °C) 80,0 80,5 & 85,0 77,5 79,5  
CCUG 11283 Ct (DNA) 13,5    14,1 
(C. coli) Ct (TE) 14,4 9,7 30,8 N/A 14,5 
 Tm (DNA, °C) 80,5    77,5 
 Tm (TE, °C) 80,0 81,0 & 85,0 77,5 - 77,5 
 
Reaaliaikaisen PCR –menetelmän monistuksen havainnollistamiseksi sekä OT- että HIP 
–alukkeiden Ct –arvot on esitetty graafisesti (kuvat 1 ja 2) syklien lukumäärän funktiona 
fluoresenssin (RFU –yksikköinä) suhteen. Tuotteiden sulamiskäyräanalyysin perusteella 
on myös monistustuotteiden negatiivisen fluoresenssin derivaatta esitetty graafisesti 
geenituotteiden denaturaatiolämpötilan suhteen (kuvat 3 ja 4). HIP –alukkeilla kaikki C. 
jejuni –lajin kontrollikannat monistuivat hyvin (kuva 1). Negatiivisina kontrolleina 
käytetyt vesi, T14 (S. Typhimurium) ja CCUG11283 (C. coli), joiden fluoresenssi on 
havaittavissa kynnysarvon alapuolella, eivät monistuneet (kuva 1). Sulamislämpötilojen 
perusteella HIP –alukkeiden monistamat tuotteet erosivat kirjallisuuden arvoista 5,0 – 5,5 
°C (taulukko 5, kappale 4.1.4), mutta ne ovat silti monistuneet hyvin, mikä havaitaan 
terävinä piikkeinä lämpötila-akselilla (kuva 3). OT –alukkeilla havaittiin monistuminen 
myös negatiivisen kontrollin kohdalla, tosin vasta yli Ct –arvolla 35 (kuva 2) ja 
alukkeiden sulamiskäyräanalyysistä nähdään, että vain kirjallisuuden mukaisten 
monistustuotteiden sulamislämpötilat (taulukko 5, kappale 4.1.4) saadaan tulokseksi jos 
nostetaan kynnysarvo tasolle RFU 70 (kuva 14). OT –alukkeilla kirjallisuuden mukaisten 
geenituotteiden kohdalla fluoresenssi on selvästi suurempi, mikä näkyy terävämpinä ja 
korkeampina piikkeinä sulamiskäyräanalyysissä, mutta silti alukkeet monistivat selkeästi 
myös toista aluetta genomissa (kuva 4).  
                                                          
9 DNA = kitillä eristetty templaatti 
10 TE = keittomenetelmällä eristetty templaatti 
11 N/A = ei monistumista 
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Kuva 1. HIP –alukkeilla (C. jejuni) monistettujen kontrollikantojen monistuskäyrät, 
joilla muodostunut fluoresenssi on esitetty syklien lukumäärän funktiona. Vihreä ja 
sininen vastaavat kannan NCTC11168, harmaa ja violetti kannan ATCC33560, 
punainen ja pinkki kannan NCTC81-176 templaatteja sekä kynnysarvon (vihreä suora) 
alapuolella olevat käyrät negatiivisia kontrolleja.  
 
 
Kuva 2. OT –alukkeilla (termotolerantit kampylobakteerit) monistettujen 
kontrollikantojen monistuskäyrät, joilla muodostunut fluoresenssi on esitetty syklien 
lukumäärän funktiona. Pinkki käyrä kuvaa kantaa CCUG11283, punainen kantaa 
NCTC11168, sininen kantaa NCTC81-176, oranssi kantaa ATCC33560 sekä 
vaaleanvihreä negatiivista kontrollia. 
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
Kuva 3. HIP –alukkeilla (C. jejuni) muodostuneiden kontrollikantojen geenituotteiden 
sulamiskäyräanalyysin kuvaaja, jossa muodostuneen fluoresenssin negatiivinen 
derivaatta on esitetty tuotteiden denaturaatiolämpötilan suhteen. Värit vastaavat samoja 
kantoja kuin kuvassa 11 ja kynnysarvon (vihreä suora) alapuolella olevat käyrät 
kuvaavat negatiivisia kontrolleja.  
 
 
Kuva 4. OT – alukkeilla (termotolerantit kampylobakteerit) muodostuneiden 
kontrollikantojen geenituotteiden sulamiskäyräanalyysin kuvaaja, jossa muodostuneen 
fluoresenssin negatiivinen derivaatta on esitetty tuotteiden denaturaatiolämpötilan 
suhteen. Värit vastaavat samoja kantoja kuin kuvassa 12 ja kynnysarvon (vihreä suora) 
alapuolella olevat käyrät kuvaavat negatiivisia kontrolleja.  
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Riistalintujen ulostenäytteistä tehtyjen SYBR Green –ajojen tulosten perusteella 
termotoleranttien kampylobakteereiden 16S rRNA –geenialueen monistumisen suhteen 
CAMP – alukkeilla oli ylivoimaisesti eniten positiivisia näytteitä sorsalinnuista (lähes 80 
%), kyyhkynäytteistä positiivisia oli 25 % ja fasaaninäytteistä lähes 20 % (taulukko 8). 
Sinisorsien ja tavien välillä oli myös eroa, edellä mainituissa prevalenssi oli lähes 90 % 
ja jälkimmäisissä vain 60 % (taulukko 8). C. jejunin osuus oli MAP –alukkeiden 
perusteella sorsalinnuista ja fasaaneista testatuista näytteistä samansuuntainen kuin 
termotoleranttien kampylobakteereiden suhteen, kun taas kyyhkyjen testatuista näytteistä 
monistui lähes 50 % (taulukko 8). MAP –alukkeiden monistumisessa ei ollut yhtä suurta 
eroavaisuutta sinisorsien (79 %) ja tavien (72 %) positiivisten näytteiden välillä kuin 
CAMP –alukkeilla, jossa ero oli lähes 15 % (taulukko 8). Myös C. jejuni – lajia 
tunnistavilla HIP – alukkeilla ei saatu yhtään positiivista tulosta fasaaneista peräisin 
olevissa näytteissä, sorsalinnuista 28 % sekä kyyhkyistä 4 % testatuista näytteistä oli 
positiivisia (taulukko 8). Sinisorsista testatuista näytteistä HIP –alukkeilla positiivisia oli 
hieman enemmän (30 %) kuin taveista (22 %; taulukko 8). C. coli –lajia monistavilla 
CEU –alukkeilla monistui 8 % kyyhkyjen termotolerantteja kampylobakteereita 
sisältävistä näytteistä, mutta yhtään positiivista näytettä ei saatu fasaanien eikä 
sorsalintujen näytteistä (taulukko 8). Yhdessä kyyhkynäytteessä monistuivat sekä hipO-, 
ceuE- että mapA –geenit. MAP –alukkeilla positiivisten näytteiden voidaan sanoa 
suurella todennäköisyydellä sisältävän C. jejuni – lajin, ja vielä varmemmin näytteiden 
jotka olivat positiivisia myös HIP –alukkeilla. CEU – alukkeilla positiivisissa näytteissä 
oli todennäköisesti laji C. coli. 
 
Taulukko 8. Termotoleranttien kampylobakteereiden osuus riistalintujen 
ulostenäytteissä reaaliaikaisen SYBR Green – PCR – menetelmällä käytettyjen 
alukeparien perusteella.  
Lintulaji Näytteiden 
lukumäärä, 
kpl 
Campylobacter 
CAMP, kpl  
(%) 
   C.jejuni 
MAP, kpl 
(%)   
 
HIP, kpl 
(%) 
C. coli 
CEU, kpl 
(%) 
Fasaani 102 19 (19) 4 (4) 0 (0) 0 (0) 
Sorsa  100 79 (79) 61 (61) 22 (28) 0 (0) 
     -Sinisorsa   70   61 (87)   48(69)   18 (30)   0 (0) 
     -Tavi   30   18 (60)   13(43)   4 (22)   0 (0) 
Sepelkyyhky 100 25 (25) 12(12) 1 (4) 2 (8) 
Yhteensä, kpl 302 123 77 23 2 
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INV –alukkeilla monistumisen perusteella salmonellan suhteen positiivisia näytteitä oli 
eniten sorsalinnuista (noin 40 %), fasaaneista noin 30 % ja kyyhkyistä 5 % mutta samaa 
invA – geeniä monistavalla STYINV –alukeparilla ei saatu yhtään positiivista näytettä 
(taulukko 9). Salmonellan ttrBCA –geenialuetta tunnistava TTR –alukepari havaitsi 
ainoastaan yhden positiivisen näytteen (taulukko 9). INV –alukkeilla sinisorsien 
näytteistä positiivisia oli hieman vähemmän (40 %) kuin tavien (50 %; taulukko 9). 
STYINV –alukkeet eivät tunnistaneet yhtään positiivista näytettä riistalinnunäytteissä 
(taulukko 9). TTR –alukkeilla fasaaneissa eikä kyyhkyissä ollut yhtään positiivista 
näytettä, mutta yksi sinisorsasta peräisin oleva näyte antoi positiivisen tuloksen ja siitä 
tehtiin uusinta, tosin monistuminen tapahtui vasta Ct –arvolla 36 (taulukko 9).  
 
Taulukko 9. Salmonellan osuus riistalintujen ulostenäytteissä reaaliaikaisen SYBR 
Green –pohjaisen PCR –menetelmän perusteella.   
Lintulaji Näytteiden 
lukumäärä, kpl 
               invA                     
 INV, kpl  
(%) 
STYINV, kpl 
(%) 
ttrA 
TTR, kpl (%) 
Fasaani 102 32 (31) 0 (0) 0 (0) 
Sorsa 100 43 (43) 0 (0) 1 (1) 
    Sinisorsa   70   28 (40 %)   0 (0)   1 (1) 
    Tavi   30   15 (50)   0 (0)   0 (0) 
Sepelkyyhky 100 5 (5) 0 (0) 0 (0) 
Yhteensä, kpl 302 80 0 1 
 
Saanto duplex-PCR –ajojen perusteella CAMP- ja INV –alukkeilla oli Ct –arvojen 
mukaan hyvä ja myös tuotteiden sulamislämpötilat olivat selkeitä, joten menetelmä oli 
hyvin toimiva (taulukot 8 ja 9). Tunnusluvuissa ei ollut juurikaan eroa CAMP – alukkeilla 
kokonaispositiivisten ja pelkillä CAMP –alukkeilla positiivisten näytteiden välillä 
(taulukko 10). Ct –arvojen keskiarvo molemmissa oli pienin sorsalinnuista peräisin 
olevissa näytteissä (noin 25 – 26 sykliä), fasaaneissa 6 ja kyyhkyissä noin 8 sykliä tätä 
korkeampi (taulukko 10). Ct – arvojen vaihteluväli CAMP –alukkeilla positiivisissa 
näytteissä oli sorsalintujen näytteissä noin 20 sykliä, fasaaneiden noin 15 sykliä sekä 
kyyhkyjen noin 8 sykliä (taulukko 10). CAMP –alukkeiden osalta kyyhkyistä peräisin 
olevien näytteiden Ct –arvojen keskihajonta oli melko pieni (noin 2) fasaani- ja 
sorsanäytteisiin verrattuna (noin 4 – 5; taulukko 10). Fasaaneista ja kyyhkyistä peräisin 
olevien näytteiden tunnusluvut olivat samaa luokkaa sekä INV –alukkeilla 
kokonaispositiivisissa näytteissä että pelkillä INV –alukkeilla positiivisissa, kun taas 
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sorsalintujen näytteiden PCR –tuloksissa oli jonkin verran eroa; INV –alukkeiden suhteen 
kokonaispositiivisissa näytteissä keskihajonta oli noin 2 yksikköä suurempi kuin pelkällä 
INV –alukeparilla monistuneissa näytteissä (taulukko 10). Ct –arvojen keskiarvot olivat 
kaikissa lintulajissa sekä molemmilla alukepareilla että vain INV –alukkeilla 
positiivisissa näytteissä samaa luokkaa, vähintään 30 sykliä (taulukko 10). Sorsalintujen 
näytteissä Ct –arvojen ero oli paljon pienempi pelkillä INV –alukkeilla monistuneilla 
näytteillä (noin neljä sykliä) kuin jos mukaan otetaan molemmilla alukepareilla 
positiiviset näytteet, jolloin ero on noin 12 sykliä (taulukko 10). Sorsalintujen näytteissä 
myös Ct –arvojen keskihajonta oli pelkillä INV –alukkeilla positiivisten näytteiden 
suhteen noin 1, kun taas molemmilla alukepareilla positiivisissa näytteissä se oli lähes 4 
(taulukko 10). Fasaani- ja kyyhkynäytteissä pelkillä INV –alukkeilla monistuneiden 
näytteiden Ct –arvojen vaihtelu oli yhtä suurta kuin molemmilla alukepareilla 
positiivisten näytteiden suhteen, fasaaninäytteissä noin 10 sykliä ja kyyhkyissä vain 
reilun syklin (taulukko 10). Keskihajonta oli fasaaneiden ja kyyhkyjen näytteissä samaa 
luokkaa pelkällä INV –alukkeilla ja molemmilla alukepareilla positiivisten näytteiden 
suhteen, fasaaninäytteillä noin 2 ja kyyhkynäytteillä 1 yksikön (taulukko 10).  
 
Taulukko 10. Riistalintunäytteiden duplex-PCR –ajojen ja pelkän toisen alukeparin 
suhteen positiivisten PCR –tulosten tunnuslukuja CAMP- ja INV –alukkeilla. 
 Fasaanit Sorsalinnut  Kyyhkyt 
Kaikki CAMP-positiiviset (kpl)   19   79    25  
Ct –keskiarvo 32,2 26,3 33,4 
Pienin Ct 20,1 16,4 28,3 
Suurin Ct 35,9 35,0 35,8 
Ct –keskihajonta  4,2 4,2 1,8 
Pelkät CAMP-positiiviset (kpl)   13   54   24 
Ct –keskiarvo  31,4 25,3 33,5 
Pienin Ct 20,1 16,4 28,3 
Suurin Ct 35,6 35,0 35,8 
Ct keskihajonta  4,8 4,2 1,8 
Kaikki INV-positiiviset (kpl) 32 43 5 
Ct –keskiarvo  33,2 30,0 33,0 
Pienin Ct 24,3 21,6 32,6 
Suurin Ct 35,9 34,2 34,0 
Ct –keskihajonta  2,2 3,5 0,9 
Pelkät INV-positiiviset (kpl) 26 18 4 
Ct –keskiarvo 33,1 32,5 33,4 
Pienin Ct 24,3 30,3 32,6 
Suurin Ct 35,7 34,0 34,0 
Ct –keskihajonta  2,3 1,2 0,6 
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MAP –alukkeilla lintulajien välillä positiivisissa näytteissä oli enemmän vaihtelua 
(taulukko 11). Alukkeiden suhteen positiivisissa näytteissä tunnusluvuissa oli selkeästi 
suurempi vaihtelu sorsalintunäytteissä kuin fasaaneista ja kyyhkyistä peräisin olevissa; 
sorsalintujen näytteiden keskihajonta oli lähes 5 kun taas fasaaneiden ja kyyhkyjen vain 
noin 1 – 2 (taulukko 11). Sorsalintunäytteiden Ct –arvot vaihtelivat myös lähes 20 syklillä 
kun taas fasaaneiden ja kyyhkyjen näytteiden vaihteluväli oli vain noin 3 – 6 sykliä 
(taulukko 11). Fasaani- ja kyyhkynäytteissä monistuminen MAP –alukkeilla tapahtui 
keskimäärin vasta Ct –arvon ollessa yli 33 ja arvojen vaihteluväli positiivisissa näytteissä 
ei ollut myöskään kovin suuri, fasaaninäytteissä noin 3 sykliä ja kyyhkynäytteissä 
melkein 6 sykliä (taulukko 11). Sorsalintujen näytteissä taas MAP – alukkeilla 
positiivisten näytteiden keskiarvo oli alle 30 ja vaihteluväli lähes 20 sykliä (taulukko 11). 
MAP –alukkeiden suhteen sorsalintunäytteiden keskihajonta oli selvästi suurempi kuin 
fasaani- ja kyyhkynäytteissä (taulukko 11).  
 
Taulukko 11. MAP –alukeparin (C. jejuni) suhteen positiivisten riistalintunäytteiden 
tunnuslukuja SYBR Green –pohjaisella PCR –menetelmällä. 
 Fasaanit Sorsalinnut Kyyhkyt 
MAP-positiiviset (kpl)   4   61   12 
Ct –keskiarvo  33,9 26,8 34,1 
Pienin Ct 32,5 16,1 29,7 
Suurin Ct 35,3 35,6 35,6 
Ct –keskihajonta 1,3 4,9 1,6 
 
Kokeiltaessa riistalintunäytteille OT –alukkeilla samaa PCR –ohjelmaa, joka oli toiminut 
kaikilla muilla alukepareilla, myös samaa termotoleranttien kampylobakteereiden 16S 
rRNA –geenialuetta tunnistavilla CAMP –alukkeilla, ei sulamiskäyräanalyysin mukaan 
ollut muodostunut selkeää geenituotetta, ja tämän vuoksi tehtiin kiinnittymisvaiheen 
lämpötilagradientti välillä 55 – 62 °C. Lämpötilagradientin tuloksena paras 
monistuminen positiivisilla näytteillä oli lämpötiloilla 57,8 °C ja 59,6 °C mutta 
riistalintunäytteiden monistuminen ei parantunut kokeiltaessa gradientilla optimaalisinta 
kiinnittymisvaiheen lämpötilaa (taulukko 12). CAMP –alukkeilla vahvasti positiivinen 
näyte SOR4 monistui parhaiten lämpötilojen 56,4 – 57,8 °C välillä ja SOR7 lämpötilassa 
58 °C, mutta Ct –arvot molemmissa näytteissä olivat kaikilla gradientin lämpötiloilla yli 
30 (taulukko 12). Molemmissa näytteissä muodostui myös epäspesifinen monistustuote 
denaturaatiolämpötilassa 81,0 – 82,0 °C (taulukko 12) kuten kontrollikannoilla (taulukko 
7). CAMP –alukkeilla negatiivinen näyte SOR9 ei Ct –arvojen ja sulamislämpötilojen 
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mukaan monistunut myöskään OT –alukkeilla, ainoastaan lämpötilagradientin 
lämpötilalla 55 °C muodostui samankokoinen epäspesifinen geenituote (taulukko 12) 
kuin kontrollikannoilla (taulukko 7).  
 
Taulukko 12. PCR – monistuksen tulokset OT – alukkeilla (termotolerantit 
kampylobakteerit) lämpötilagradientilla kolmelle riistalintunäytteelle: SOR 4 ja SOR 7 
positiiviset sekä SOR9 negatiivinen kontrolli.   
 °C  62,0 61,6 60,9 59,5 57,8 56,4 55,5 55,0 
                   
SOR4 Ct 35,7 38,0 34,8 33,1 32,9 32,9 33,9 34,6 
  Tm (°C) 82,0 & 
85,5 
72,5 & 
81,5 
81,5 & 
85,5 
81,5 & 
85,0 
81,0 & 
85,5 
81,5 & 
85,5 
81,0 & 
85,5 
81,0 & 
85,5 
SOR7 Ct N/A12 38,1 36,6 35,7 34,4 37,2 37,4 37,1 
  Tm (°C) 72,5 & 
75,5 
81,5 & 
85,5 
81,5 & 
84,5 
81,5 & 
85,5 
81,5 & 
85,0 
72,5 & 
81,0 
76,0 & 
81,5 
75,5 & 
80,5 
SOR9 Ct N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 
  Tm (°C) 71,5 & 
76,0 
73,0 & 
76,5 
73,0 & 
89,0 
75,5 & 
89,5 
75,5 & 
83 
73,0 & 
76,5 
68,0 & 
72,5 
75,5 & 
80,5 
 
Yli puolet (57 %) aiemmin suodatusmenetelmällä eristetystä ja pakastetuista 44 kannasta 
14 eri fasaaninäytteestä kasvoi Columbia –veriagarilla 42 °C:ssa ja 24 kantaa (55 %) oli 
myös CAMP –alukkeilla positiivisia (taulukko 13). Niistä kannoista, jotka kasvoivat 
heikosti, yhdeksän ei CAMP –alukkeilla monistunut lainkaan, kolmen kannan Ct –arvot 
olivat yli 35 (ja niistä yhden sulamislämpötila oli alle kynnysarvon RFU 50, yhden alle 
30 ja neljän kannan, jotka olivat olleet peräisin samasta näytteestä (FA39) Ct –arvot olivat 
alle 20 (taulukko 13). Näytteestä FA37 yksi kanta antoi kirjallisuuden mukaisen 
sulamislämpötilan (taulukko 5, kappale 4.1.4) mutta yli Ct – arvolla 36 ja siten se tulkittiin 
määrittelyrajojen mukaan negatiiviseksi (taulukko 13). Missään näytteiden FA33 ja FA38 
kannassa ei CAMP –alukkeilla ilmennyt positiivista PCR –tulosta (taulukko 13). Kaikki 
näytteen FA17 kannat kasvoivat hyvin pieninä pesäkkeinä, jotka eivät näyttäneet 
tyypillisiltä kampylobakteeripesäkkeiltä ja korkea Ct –arvo tai ei monistumista lainkaan 
vahvistivat asian (taulukko 13). CAMP –alukkeilla positiivisista kannoista 16 (67 %) oli 
positiivisia myös HIP –alukkeiden suhteen (taulukko 13). CAMP- ja HIP –alukkeilla 
positiivisilla kannoilla Ct –arvoissa ei ollut havaittavissa yhteyttä (taulukko 13). 
Yhdelläkään kannalla, jolla kasvu 42 °C:ssa oli ollut vähäistä, ei saatu positiivista tulosta 
                                                          
12 N/A = ei monistumista 
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HIP –alukkeilla (taulukko 13). Kaikki HIP –alukkeiden suhteen negatiiviset kannat olivat 
negatiivisia myös CEU –alukkeilla.  
 
Taulukko 13. Fasaaneista jo eristettyjen kampylobakteereiden kasvu sekä tulokset 
(tuotteiden Ct –arvot ja sulamislämpötilat) CAMP- (termotolerantit kampylobakteerit) 
ja HIP –alukkeilla (C. jejuni) SYBR Green –pohjaisella PCR –menetelmällä.  
                     CAMP             HIP   
Kanta Pesäke Kasvu (42 
°C) 
   Ct       Tm (°C)       Ct Tm (°C) 
FA 4  1 (NA) + 17,6 80,0 7,6 79,5 
  2 (NA) + 16,4 79,5 22,1 79,5 
  1 (CCDA) + 18 79,5 38,1 79,5 
  2 (CCDA) + 18,6 80,0 32,5 79,5 
  1 (CO.250) + 14,2 80,0 31,9 80,0 
FA 5 1 (NA) + 17 80,0 22,4 79,5 
  1 (CCDA) + 16 80,0 28,4 79,5 
  1 (CO.250) + 25,8 80,0         N/A13       - 
FA 17 5 vrk 3.2. + N/A            -     
  pieni pesäke (3 
vrk 29.11.13) 
+ N/A            -     
  pieni pesäke 
(31.1.14) 
+ 35,4 80,5         N/A       - 
  pieni pesäke (3 
vrk, 31.1.14) 
+ N/A            -     
FA 20 29.11.2013 -         
  31.1.2014 vähäinen N/A            -     
  31.1.14 (3 vrk) vähäinen 35,9 80,5         N/A        - 
FA 31 31.1.2014 vähäinen N/A            -     
  31.1.14 (5 vrk) vähäinen 28,5 80,0         N/A        - 
FA 33 4.12.2013 + N/A            -     
  31.1.2014 + N/A            -     
  31.1.14 (3 vrk) + N/A            -     
  3.2.14 (5 vrk) + N/A            -     
FA 37 4.12.2013 -         
  31.1.2014 vähäinen N/A            -     
  31.1.14 (3 vrk) vähäinen N/A            -     
  pieni pesäke 4.12. vähäinen 36,8 80,5     
  pieni pesäke 
(31.1.14) 
vähäinen N/A            -     
  pieni pesäke (5 
vrk, 31.1.14) 
vähäinen N/A            -     
FA 38 4.12.2013 vähäinen N/A            -     
  31.1.2014 vähäinen N/A            -     
                                                          
13 N/A = ei monistumista  
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  30.1.14 (5 vrk) vähäinen N/A            -     
FA 39  4.12.2013 vähäinen 13,1 79,5       N/A  -  
  31.1.2014 vähäinen 15,9 80,0       N/A  - 
  31.1.14 (3 vrk) vähäinen 15 80,0       N/A  - 
  3.2.14 (5 vrk) vähäinen 14,7 80,5      N/A        - 
FA 45  10.1.2014 + 18,4 79,5 10 80,5 
FA 46 10.1.2014 + 17 80,0 6,3 80 
FA 61 10.1.2014 + 16 80,0 20 79,5 
FA 63 10.1.2014 + 18,2 79,5 9,9 80,5 
FA 71 1 (20.1.14) + 17 80,0 21,2 79,5 
  2 (20.1.14) + 15,5 80,0 15,8 79,5 
FA81 4.12. vähäinen 35,6   80,0 (alle 
kynnysarvon 
50) 
     N/A        -    
FA 85 1 (20.1.14) + 18 80,0 19,7 79,5 
  2 (20.1.14) + 16,6 80,0 19,6 79,5 
       
FA 97 20.1.2014 + 16,6 79,5 31,2 79,5 
 
 
Riistalintujen ulostenäytteistä oli koitettu eristää kampylobakteereita viljelyllä (kappale 
5.2.1), ja maljalla kasvaneista pesäkkeistä tehty PCR –ajo CAMP –alukkeilla, 
määrittelyrajojen mukaan positiivinen tulos saatiin kolmesta sinisorsasta peräisin 
olevasta näytteestä (taulukko 14). Yhdestä viljelymenetelmällä eristetystä ja Columbia – 
veriagarille jatkoviljellystä sinisorsasta peräisin olevasta näytteestä (SOR14), josta tehtiin 
maljalta kolmesta eri pesäkkeestä templaatti, saatiin CAMP –alukkeilla selkeästi 
positiivinen tulos; kaikkien kolmen templaatin Ct –arvot olivat alle 20 ja niiden keskiarvo 
oli alle 15 sekä lämpötila vastasi kirjallisuuden arvoa (taulukko 5, taulukko 14; kappale 
4.1.4). Positiiviset tulokset CAMP –alukkeilla saatiin myös kahdesta muusta sinisorsan 
näytteestä (SOR31 sekä SOR39), joiden molempien Ct –arvot olivat yli 30 sykliä ja 
sulamiskäyräanalyysin mukaan monistumistuotteiden sulamislämpötilat samansuuruiset 
(taulukko 14). Näytteillä SOR34 ja SOR48 Ct –arvot olivat lähes 40 sykliä ja 
sulamislämpötilat kirjallisuuden mukaiset mutta alle kynnysarvon RFU 50 (taulukko 14).  
SOR28 antoi positiivisen tuloksen Ct –arvolla hieman alle 35 ja kirjallisuuden mukaisella 
sulamislämpötilalla, joka kuitenkin oli myös alle kynnysarvon 50 (taulukko 14).  
 
Taulukko 14. PCR –monistuksen tulokset (tuotteiden monistumissyklit ja 
sulamislämpötilat) CAMP –alukkeilla (termotolerantit kampylobakteerit) 
viljelymenetelmällä riistalintunäytteistä eristetyistä bakteeripesäkkeistä. 
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Näyte Ct  Tm (°C) 
SOR14 13,9 80,0 
SOR28 34,0 80,5 (alle kynnysarvon 50) 
SOR31 34,2 80,5 
SOR34 38,8 80,5 (alle kynnysarvon 50) 
SOR39 31,6 80,5 
SOR48 39,4 80,5 (alle kynnysarvon 50) 
 
 
5.1.2 TaqMan – pohjainen reaaliaikainen PCR  
 
TaqMan –tekniikkaan perustuvalla PCR –menetelmällä saatiin lajin C. jejuni 
tunnistavalla MAP –koettimella melko yhtenevät tulokset pelkkiin MAP –alukkeisiin 
pohjautuvan SYBR Green –tekniikan kanssa; fasaaneiden näytteistä kaikki TaqMan – 
tekniikalla testatut näytteet olivat positiivisia, sorsalintujen näytteistä lähes kaikki ja 
kyyhkyistä hieman yli puolet (taulukko 15). Salmonellan tunnistavalle INV –alukeparille 
suunnitellulla TaqMan –koettimella ei saatu yhtään positiivista näytettä SYBR Green – 
pohjaisen menetelmän perusteella positiivisista näytteistä (taulukko 15). Jälkimmäisten 
alukkeiden suhteen TaqMan –tekniikka osoittautui SYBR Green –tekniikkaa 
toimivammaksi. Fasaaneista peräisin olevista näytteistä kaikki SYBR Green –tekniikalla 
MAP –alukkeilla positiiviset näytteet (4) olivat positiivisia myös koettimella 
monistettaessa (taulukko 15). Sorsalintujen testatuista näytteistä MAP –koettimen 
perusteella oli positiivisia 95 % ja kyyhkyjen näytteistä 58 % (taulukko 15). MAP – 
koettimella oli jonkin verran eroa sinisorsien (98 %) ja tavien (85 %) positiivisten 
näytteiden välillä (taulukko 15). MAP –koettimella positiivisia näytteitä oli kaikkiaan 
fasaaneista myös 4 %, sorsista 58 % (sinisorsista 67 % ja taveista 37 %) sekä kyyhkyistä 
7 %. INV –alukkeille suunniteltu koetin ei tunnistanut yhtään näytettä testatuista 
näytteistä (taulukko 15).  
Taulukko 15. TaqMan –pohjaisella PCR –menetelmällä positiiviset näytteet MAP – ja 
INV –koettimilla riistalintujen ulostenäytteistä.  
Lintulaji                 MAP 
Näytteiden 
lukumäärä, kpl 
 
Positiiviset 
näytteet, kpl 
(%) 
                INV 
Näytteiden 
lukumäärä, 
kpl 
 
Positiiviset 
näytteet, kpl 
(%) 
Fasaani 4 4 (100) 32 0 (0) 
Sorsa 61 58 (95) 43 0 (0) 
    -Sinisorsa   48   47 (98)   28   0 (0) 
    -Tavi   13   11 (85)   15   0 (0) 
Sepelkyyhky 12 7 (58) 5 0 (0) 
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Yhteensä 77 69 80 0 
 
 
MAP –koettimella fasaaneiden ja kyyhkynäytteiden Ct –arvojen tunnusluvuissa ei ollut 
juurikaan vaihtelua, kun taas sorsalintujen näytteissä oli melko paljon (taulukko 16). 
Fasaani- ja kyyhkynäytteiden Ct –arvot olivat melko lähellä toisiaan, ero suurimman ja 
pienimmän Ct – arvon osalta oli molemmilla vain reilu 3 sykliä kuten käy ilmi pienestä 
keskihajonnasta, myös keskiarvot olivat molempien lintulajien osalta reilusti yli 30 sykliä 
(taulukko 16). Sorsista positiivisten näytteiden Ct –arvojen vaihtelu oli noin 18 sykliä, 
keskihajonta lähes 5 ja keskiarvo alle 30 sykliä (taulukko 16).  
 
Taulukko 16. TaqMan – pohjaisen PCR – menetelmän MAP – koettimella positiivisten 
riistalintunäytteiden tulosten tunnuslukuja.  
 Fasaanit Sorsalinnut Kyyhkyt 
Ct –keskiarvo 33,8 27,0 34,5 
pienin Ct  32,3 16,3 32,4 
suurin Ct 35,8 34,2 35,9 
Ct –keskihajonta  1,3 4,7 1,2 
 
 
5.1.3 Reaaliaikaisen PCR:n standardisuorat ja tilastolliset testit  
 
Standardisuorien perusteella reaaliaikaisen PCR –menetelmän tehokkuudessa ei ollut 
kontrollikannoilla saatujen tulosten ja niiden perusteella tehtyjen standardisuorien 
merkittävää eroa SYBR Green- ja TaqMan –tekniikoiden välillä; kaikkien ajojen 
tuloksista saatiin Pearsonin korrelaatiokertoimen neliön (R2) arvoksi vähintään 0,95 
vaihtelua (kuvat 5 – 11). Eri ajo-olosuhteiden vaikutus TaqMan –pohjaisiin PCR –ajoihin 
ei ollut myöskään standardisuorien mukaan havaittava; kaikkien suorien 
korrelaatiokertoimien arvo oli vähintään 0,97 (kuvat 8 – 11). Duplex-PCR –ajot olivat 
kontrollikantojen monistumisen perusteella hyvin toimivia (kuvat 7, 10 ja 11). MAP- ja 
INV –koettimien tehokkuuden välillä oli kuitenkin havaittavissa hieman eroa; ensiksi 
mainittujen standardisuorien R2 –arvot olivat lähes poikkeuksetta korkeampia (kuvat 8 – 
9). Standardisuorien kuvaajiin on vertailun vuoksi sovitettu lineaarinen suora, joka on 
esitetty katkoviivalla. CAMP –alukkeilla SYBR Green –tekniikkaan perustuvan PCR –
ajon tulosten perusteella tehty suoran yhtälö osoittaa korrelaatiokertoimen olevan 
suhteellisen matala (noin 0,95), myös suoran kuvaajasta huomaa selkeästi poikkeavuuden 
lineaariseen korrelaatioon (kuva 1).  
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Kuva 5. CAMP –alukkeilla SYBR Green –pohjaisen PCR:n tuloksista tehty 
standardisuora. Suoran yhtälö on muotoa y = 3,2454x + 13,34 ja R² = 0,9541. 
 
Samoilla ajo-olosuhteilla INV –alukkeille tehdyn SYBR Green –pohjaisen PCR:n 
tuloksista tehty kuvaaja ja suoran yhtälö osoittavat, että korrelaatiokerroin on hyvin 
lineaarinen (noin 1,00), minkä voi myös havaita silmämääräisesti suorasta (kuva 6).  
 
Kuva 6. INV – alukkeilla SYBR Green – PCR:n tuloksista tehty standardisuora (T14 
ilmaisee käytettyä DNA – templaattia). Suoran yhtälö on muotoa y = 3,2468x + 12,617 
ja R² = 0,9993. 
 
Samoissa olosuhteissa yhdessä molemmilla edellä mainituilla alukepareilla tehdyn PCR 
– ajon tulosten perusteella yhtälön suora on lähes yhtä lineaarinen kuin pelkillä INV – 
alukkeilla; korrelaatiokertoimen neliö on noin 1,00 (kuva 7).  
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Kuva 7. CAMP- ja INV – alukkeilla SYBR Green – PCR:n tuloksista saatu 
standardisuora (käytetyt kannat olivat ATCC33560 ja T14). Suoran yhtälö on muotoa y 
= 3,333x + 10,948 ja R² = 0,9956. 
 
TaqMan – tekniikkaan perustuvassa PCR:ssä MAP- ja INV –koettimilla seosta SSO Fast 
Probes Supermix käyttäen ajojen tuloksista tehdyt kuvaajat osoittivat, että ensiksi 
mainitun suora oli hyvin lähellä lineaarista (korrelaatiokertoimen neliö oli noin 1,00), kun 
taas INV –koettimella suoran arvo oli hieman matalampi (noin 0,98; kuvat 8 ja 9).  
 
  
Kuva 8. Seosta SSO Fast Probes Supermix käyttäen MAP –alukkeilla ja –koettimella 
TaqMan –pohjaisen PCR –ajon tuloksista saatu standardisuora. Suoran yhtälö on 
muotoa y = 2,5177x + 13,439 ja R² = 0,9904. 
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Kuva 9. Seosta SSO Fast Probes käyttäen INV –alukkeilla TaqMan –pohjaisen PCR –
ajon tuloksista saatu standardisuora. Suoran yhtälö on muotoa y = 2,9131x + 15,331 ja 
R² = 0,9768. 
  
Seoksella SSO Fast Probes oli tehty PCR –ajo sekä CAMP- että INV –alukkeilla, 
koettimien eri värien vuoksi niitä oli mahdollista verrata samassa ajossa. Tuloksista 
saadun kuvaajan perusteella nähdään suoran yhtälöiden ja niiden korrelaatiokertoimien 
neliön perusteella linearisuuden olevan lähes identtinen ja se oli molemmissa suorissa 
noin 1,00, tosin INV –alukkeilla kaksi viimeistä laimennosta eivät monistuneet (kuva 10).   
 
 
Kuva 10. Seosta SSO Fast Probes käyttäen MAP- (punainen) ja INV- (sininen) – 
alukkeilla Taq Man – pohjaisen PCR:n tuloksista saadut standardisuorat. MAP – 
alukkeilla suoran yhtälö on muotoa y = 2,5146x + 12,893 ja R² = 0,9945, INV – 
alukkeilla y = 2,46x + 16,808 ja R² = 0,9950. 
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Seoksella iQ Multiplex oli tehty pidempää ohjelmaa käyttäen PCR –ajo sekä MAP – että 
INV –alukkeilla, ja tuloksista tehtyjen standardisuorien perusteella MAP – koettimen 
tuloksista saatiin parempi lineaarisuus, korrelaatiokertoimen arvo oli noin 0,99, INV –
alukkeilla suora poikkeaa jo silmämääräisesti havaiten melko paljon lineaarisesta ja 
korrelaatiokertoimen neliön arvo oli noin 0,97 (kuva 11).  
 
 
Kuva 11. Seosta iQ Multiplex käyttäen MAP- (punainen) ja INV- (sininen) –alukkeilla 
pidemmällä ajo-ohjelmalla TaqMan –pohjaisen PCR:n tuloksista saadut standardisuorat. 
MAP –alukkeilla suoran yhtälö on muotoa y = 2,3239x + 13,254 ja R² = 0,9883, INV – 
alukkeilla y = 2,2969x + 14,459 ja R² = 0,9702.  
 
 
Studentin t –testin mukaan MAP –alukkeilla monistuneen mapA – geenialueen Ct – 
arvoilla ei ollut SYBR Green- ja TaqMan –pohjaisten PCR –tulosten välillä tilastollisesti 
merkitsevää eroa, P-arvo oli 0,87 (merkitsevyystasolla <0,05) ja testin luottamusvälit 
olivat -1,6 ja 1,9 (kuva 10). Ennen t –testin suorittamista tehdyn Levenen testin mukaan 
merkitsevyystaso oli 0,58 eli varianssit voitiin olettaa yhtä suuriksi (kuva 10). SYBR 
Green –tekniikalla positiivisia näytteitä oli ollut 8 enemmän kuin TaqMan –tekniikalla, 
mutta molempien keskiarvot olivat samaa luokkaa (noin 28) ja keskihajonnatkin melko 
samanlaiset, noin 5 (kuva 12). 
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Independent Samples Test 
Group Statistics 
 
Alukepari N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
Ct – arvo MAP 77 28,3103 5,33219 ,60766 
MAP2 69 28,1681 5,09964 ,61392 
 
 
Levene's Test for 
Equality of Variances t-test for Equality of Means 
F Sig. t df 
Sig. (2-
tailed) 
Mean 
Difference 
Std. Error 
Difference 
95% Confidence 
Interval of the 
Difference 
Lower Upper 
Ct – 
arvo 
Equal variances 
assumed 
,304 ,582 ,164 144 ,870 ,14214 ,86593 -1,56943 1,85372 
Equal variances not 
assumed 
  ,165 143,377 ,870 ,14214 ,86380 -1,56529 1,84958 
 
Kuva 12. SPSS 6.1 – ohjelmalla saadut Levenen ja t-testin tulokset. MAP kuvaa SYBR 
Green –tekniikalla ja MAP2 TaqMan –tekniikalla saatuja Ct –arvoja.  
 
5.1.4 Pulssikenttägeelielektroforeesi 
 
Pulssikenttägeelielektroforeesin (PFGE) tehokkuus oli eristettyjen 
kampylobakteerikantojen tyypityksessä hyvin toimiva; 18 kantaa 20:sta saatiin selkeästi 
tyypitettyä, ja ne kaikki kuuluivat geelikuvan profiilin perusteella samaan genotyyppiin, 
kun taas yhdestä viljelyllä ulostenäytteestä SOR14 eristetystä kannasta eikä 
kontrollikannasta ATCC33560 saatu selkeää PFGE –profiilia (kuva 13). 
Pulssikenttägeelielektroforeesiajosta otetussa geelikuvassa on havaittavissa, että kaikki 
fasaaneista suodatusmenetelmällä aiemmin eristetyt kannat olivat digestoituneet ja ovat 
PFGE –profiilin perusteella samaa genotyyppiä (kuva 15). Kaksi kantaa ei ajossa 
selkeästi digestoitunut, mutta geelikuvan valaistusta muuttamalla kannasta ATCC33560 
saatiin näkyviin muutama hyvin haalea geenifragmentti, sen sijaan kannasta SOR14 niitä 
oli miltei mahdotonta erottaa ylintä fragmenttia lukuun ottamatta (kuva 15).  
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Kuva 13. PFGE –ajon tuloksena entsyymillä SmaI digestoidut restriktiotuotteet. (M: 
Lambda ladder –geenimarkkeri, 1: FA4 p.1 NA, 2: FA4 p.1 CCDA, kaivoissa 3, 4 ja 5 
on yksi kannan FA4 p.1 CCDA geelikiekkoa ja kaksi kannan FA4 p.2 NA kiekkoa; 6: 
FA4 p.2 CCDA, 7: FA4 p.1 CO250, 8: FA5 NA, 9: FA5 CCDA, 10: FA45, 11: FA46, 
12: FA61, 13: FA63, 14: FA71 p.1, 15: FA71 p.2, 16: FA 85 p.1, 17: FA85 p.2, 18: 
FA97, 19: ATCC33560 ja 20: SOR14. 
 
5.2 Fenotyyppiset menetelmät 
 
5.2.1 Bakteereiden eristys viljelyllä 
 
Viljelyä edeltävä ISO –standardin 10272 1:2006 mukainen esirikastus osoittautui 
huomattavasti tehokkaammaksi kuin suora viljely mCCDA –alustalle 
kampylobakteereiden eristyksessä viljelymenetelmällä, bakteerikasvustoa saatiin 11 
näytteestä, jotka olivat kaikki peräisin sinisorsista (taulukko 17). Pidempi esirikastusaika 
(48 h) johti useammin bakteerikasvuun maljoilla verrattaessa 24 h esirikastukseen, myös 
suoralla maljaviljelyllä ilman esirikastusta saatiin useammin kasvua kuin 24 h 
esirikastuksen kanssa, mutta ensiksi mainituilla maljoilla kasvoi usein voimakkaasti 
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homepesäkkeitä (taulukko 17). Bolton –liemessä esirikastetuilla ja tämän jälkeen 
mCCDA –maljalle viljellyillä näytteillä (18 kpl), saatiin kasvua kahdella näytteellä, kun 
taas ilman esirikastusta viljellyillä näytteillä niillä maljoilla, joilla oli kasvua (9 kpl) 
kasvoi dominoivana hometta (taulukko 17). Tämän tuloksen seurauksena viljeltiin myös 
loput näytteet esirikastuksen kautta, mutta koska saanto oli kuitenkin niin pieni, kokeiltiin 
lopuille riistalintunäytteille 24 h sijasta 48 h esirikastusta ennen maljaviljelyä, jonka 
seurauksena bakteerikasvua saatiin mCCDA –alustalla 9 näytteestä, vain yhden näytteen 
maljalla kasvoi hometta (taulukko 17). Kaikki mCCDA –maljoille viljellyistä näytteistä 
kasvaneet bakteeripesäkkeet olivat sekakasvustoa ja jatkoviljellyistä pesäkkeistä 
Columbia –veriagarille viljeltäessä lähinnä hemolyyttisiä kokkeja. Osassa viimeksi 
mainitut kasvoivat maljoilla niin voimakkaasti, ettei kampylobakteeripesäkkeiden 
erottaminen ollut mahdollista ja siten maljat jouduttiin hylkäämään. Näytteiden 
sekaviljelmäkasvuista maljoilla oli koetettu eristää tyypillisen näköiset pesäkkeet 
viljelemällä ne kahdesti mCCDA –maljoille (48 h 37 °C), mutta tämän jälkeen kasvua ei 
ollut lainkaan näytteistä SOR25, SOR28, SOR31, SOR33, SOR34, SOR36, SOR39, 
SOR48 eikä SOR49 viljellyillä pesäkkeillä. Näytteestä SOR50 maljalla oli myös kasvua 
(taulukko 17), mutta yksikään pesäke ei ollut kampylobakteereille tyypillisen näköinen. 
Ainoa puhdaskasvusto saatiin yhdestä näytteestä (SOR14) eristetystä bakteerikannasta 48 
h esirikastuksella (taulukko 17).  
Taulukko 17. Riistalintujen ulostenäytteistä viljelymenetelmällä saadut tulokset 
mCCDA – maljoilla.    
Näyte Kasvu 
esirikastettuna 
(24 h) 
Kasvu 
esirikastettuna 
(48 h) 
Kasvu ilman 
esirikastusta 
SOR14 - + hometta 
SOR21 - - - 
SOR24 - hometta hometta 
SOR25 - + hometta 
SOR28 - + hometta 
SOR30 - - - 
SOR31 - + - 
SOR33 - + - 
SOR34 +  hometta 
SOR36 - + hometta 
SOR37 - - - 
SOR39 - + hometta 
SOR41 - - - 
SOR45 -  - - 
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SOR48 +  hometta 
SOR49 - + - 
SOR50 - + - 
SOR62 - - hometta 
SOR67 - - - 
TA5 - -  
TA14 - -  
TA23 - -  
TA24 - -  
KY67 - -  
KY68 - -  
KY69 - -  
 
5.2.2 Biokemialliset testit 
 
Vain pieni osa ulostenäytteistä viljelemällä eristetyille kampylobakteereiden näköisille 
pesäkkeille tehdyt biokemialliset testit antoivat kampylobakteereille tyypilliset tulokset, 
eli pesäkkeet olivat katalaasi-, oksidaasi- ja hippuraasipositiivisia. Gramvärjäysten 
perusteella ei kuitenkaan pystytty tekemään johtopäätöstä siitä olivatko maljoilta testatut 
pesäkkeet puhdasviljelmiä. Kolme näytteistä oli oksidaasi,- katalaasi- ja 
hippuraasipositiivisia mutta gramvärjäys antoi epäselvän tuloksen, jossa suurin osa oli 
heikosti gramnegatiivisia, melko lyhyitä sauvabakteereita mutta osa kokkimaisia 
grampositiivisia bakteereita (taulukko 18). Uusista jatkoviljelyistä huolimatta täysin 
puhdasta gramnegatiivista värjäystulosta ei saatu, vaikka silmämääräisesti katsottuna 
maljoilla kasvoi puhdasviljelmä. Jatkoviljellyistä pesäkkeistä tehtyjen gramvärjäysten 
perusteella kolme näytteistä oli grampositiivisia kokkeja (taulukko 18). Oksidaasitestin 
suhteen yksi näyte oli oksidaasipositiivinen mutta katalaasitestin suhteen negatiivinen, 
kun taas yhden näytteen jatkoviljelymaljalta otettu pesäke oli katalaasipositiivinen mutta 
oksidaasitestin tulos oli enemmän negatiiviseen viittaava, molempien gramvärjäys antoi 
tulokseksi grampositiivisen kokin (taulukko 18). Gramvärjäyksen perusteella fasaaneista 
aiemmin eristetyistä kampylobakteereista, maljalla heikosti kasvaneista bakteereista viisi 
oli grampositiivisia kokkeja (FA20 3 vrk 31.1, FA37 4.12, FA37 pieni 4.12, FA39 5 vrk 
3.2 sekä FA81 4.12) ja yksi grampositiivisia sauvoja (FA17 pieni p. 31.1).  
 
 
Taulukko 18. Biokemiallisten testien ja gramvärjäyksen tulokset osalle riistalinnuista 
viljelyllä eristetyistä näytteistä.  
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näyte gramvärjäys katalaasi oksidaasi hippuraasi 
SOR14 +/- + + + 
SOR25 + - - - 
SOR28 + - - - 
SOR31 + + - - 
SOR34 + + + + 
SOR39 + - + - 
SOR48 + + + + 
SOR49 + - - - 
SOR50 + - - - 
 
5.2.3 Mikrobilääkeherkkyys 
 
Sinisorsan ulostenäytteestä eristetty kanta (SOR14) sekä kontrollikanta (ATCC33560) 
olivat VetMIC Camp –levyllä tehdyn mikrobilääkeherkkyden testauksen perusteella 
resistenttejä nalidiksiinihapolle. Ulostenäytteestä eristetty kanta oli kontrollikantaa 
herkempi streptomysiinille, kun taas muuten molemmat kannat olivat lähes täysin herkkiä 
muille testatuille mikrobilääkkeille. Mikrobilääkeresistenssin testaus antoi testatuille 
kannoille tuloksena täyden resistenssin (MIC ≤ 64) nalidiksiinihapolle. Kanta SOR14 oli 
hyvin herkkä streptomysiinille (MIC ≤0,5), kun taas kannalla ATCC33560 resistenssi oli 
suurempi (MIC ≤ 2).  Molemmat kannat olivat täysin herkkiä erytromysiinille ja 
tetrasykliinille (MIC –arvot 0) sekä lähes täysin herkkiä gentamysiinille (MIC ≤ 0,5) ja 
siprofloksasiinille (MIC ≤ 0,12). 
 
 
 
6 Tulosten tarkastelu 
 
Tämän työn ensimmäisenä hypoteesina oli, ettei SYBR Green- ja TaqMan –tekniikkaan 
perustuvassa PCR –menetelmässä ole juurikaan eroa. Tämä toteutui lähes täysin lajia C. 
jejuni tunnistavien MAP –alukkeiden kohdalla, mutta salmonellaa tunnistavilla INV –
alukkeilla ensiksi mainitulla menetelmällä saatiin runsaasti positiivisia tuloksia 
riistalintunäytteissä, kun taas jälkimmäisessä kaikki testatut näytteet olivat negatiivisia. 
Hypoteesi ei siis toteutunut. SYBR Green –tekniikkaan perustuvalla PCR –menetelmällä 
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positiivisten näytteiden ei voitu sanoa olevan yhtä varmasti positiivisia kuin TaqMan –
tekniikkaan perustuvalla, koska osa samaa geeniä monistavista näytteistä oli SYBR 
Green –tekniikalla positiivisia mutta TaqMan –tekniikalla negatiivisia, tosin TaqMan –
koetinta käytettiin ainoastaan kahdelle alukeparille. Lajia C. jejuni tunnistavan koettimen 
(MAP) antamat tulokset olivat lähes yhtäpitäviä SYBR Green –tekniikan kanssa, mutta 
salmonellaa tunnistavan koettimen (INV) tulokset eivät lainkaan samanlaisia, minkä 
perusteella voidaan olettaa TaqMan –tekniikkaan perustuvan PCR –menetelmän olevan 
luotettavampi patogeenien tunnistuksessa. SYBR Green –tekniikkaan perustuvaa PCR –
menetelmää pidetään yleisesti suhteellisen luotettavana, herkkänä ja toistettavana 
menetelmänä (Postollec ym. 2011), mutta tämän tutkimuksen perusteella TaqMan – 
tekniikkaan perustuva menetelmä todettiin huomattavasti tarkemmaksi. PCR –ajon 
onnistuminen riippuu muun muassa alukeparien ja käytetyn protokollan toimivuudesta 
(Wittwer ym. 2001). Tässä työssä PCR –tuloksista saatuja Ct –arvoja ei voida suoraan 
tulkita kuvaamaan kampylobakteereiden kvantitatiivisia arvoja, koska näytteet oli 
esirikastettu ennen PCR –monistusta, mutta jotain viitteitä bakteereiden DNA –
pitoisuudesta ne antavat. Pienen Ct –arvon antavissa näytteissä voidaan arvella olevan 
kampylobakteereita eniten, Ct –arvojen havaittiin vaihtelevan eniten sorsalintujen 
ulostenäytteissä. Positiivisten tulosten määrästä ja suhteellisen matalista Ct –arvoista 
päätellen inhibiittoreita ei luultavasti ollut merkittävässä määrin läsnä, johtuen luultavasti 
siitä että DNA oli eristetty riistalintujen ulostenäytteistä erityisesti näytematriksiin 
sopivalla kitillä. Elintarvikepatogeenien mikrobiologisissa PCR –analyyseissä 
suositellaan tehtäväksi kukin ajo kolmesti tulosten luotettavuuden varmistamiseksi 
(Postollec ym. 2011), tässä tutkimuksessa tehtiin kuitenkin jokaiselle näytteelle vain yksi 
ajo, joten tulosten toistettavuutta ei siten pystytty arvioimaan.  
Termotolerantteja kampylobakteereita tunnistavien CAMP –alukkeiden 
TaqMan –tekniikkaan perustuneessa alkuperäistutkimuksessa (LeBlanc-Maridor ym. 
2011) PCR –ajossa oli käytetty pidempää polymeraasin aktivaatiovaihetta (95 °C 10 min), 
pidempää denaturaatiota (95 °C 15 s) sekä pidempää ja korkeammassa lämpötilassa 
tapahtunutta kiinnittymisvaihetta (60 °C 1 min), tutkimuksessa oli myös ollut erillinen 
loppupidennys (72 °C 5 min), jota ei tässä työssä käytetty mastermix –seoksen nopeasta 
entsyymistä johtuen. LeBlanc-Maridor ym. (2011) oli myös käyttänyt vahvempaa 
alukekonsentraatiota (0,5 µM) ja suurempaa templaatin määrää (5 µl). LeBlanc-Maridor 
ym. (2011) oli tunnistanut CAMP –alukkeilla lajien C. jejuni, C. coli, C. lari C. fetus sekä 
C. upsaliensis lisäksi myös osan C. hyointestinalis ja C. sputorum –lajien kannoista, joista 
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viimeksi mainitun ei ole todettu aiheuttaneen sairastumista ihmisille. Tämän perusteella 
ei voida siis täysin varmasti sanoa, että kaikki tässä tutkimuksessa CAMP –alukkeilla 
tunnistetut positiiviset kampylobakteerit olisivat humaanipatogeenisiä. LeBlanc-
Maridorin ym. (2011) tutkimuksessa CAMP –alukkeilla saatu monistuksen luotettavuutta 
kuvaavan standardisuoran arvo oli ollut kuitenkin hieman korkeampi (0,99) kuin tässä 
tutkimuksessa saatu (0,95), mutta tässä työssä standardisuora tehtiin ainoastaan yhden 
ajon perusteella. CAMP- ja INV –alukkeiden keskinäistä monistumista PCR –reaktiossa 
ei ollut syytä epäillä, koska joukossa oli myös näytteitä, joissa monistumista ja myöskään 
syntyneen tuotteen sulamislämpötilaa ei havaittu lainkaan sekä näytteitä, joissa havaittiin 
pelkästään jompikumpi sulamiskäyräpiikki. 
Myös termotolerantteja kampylobakteereita tunnistavat OT –alukkeet eivät 
jostakin syystä toimineet kampylobakteereiden tunnistuksessa ulostenäytteistä eristetystä 
DNA:sta. Alkuperäistutkimuksessa (Lübeck ym. 2003) geelielektroforeesiin 
perustuvassa PCR:ssä ohjelman polymeraasin aktivointi oli ollut lyhyempi ja alemmassa 
lämpötilassa (94 °C 2 min), syklien määrä oli ollut ainoastaan 35, denaturaatio alemmassa 
lämpötilassa (94 °C) ja kiinnittymisvaihe ainoastaan 5 sekuntia pidempi kuin tässä työssä 
käytetty (15 s), sekä lopussa oli ollut erillinen pidennysvaihe (72 °C 4 min). Lübeckin 
ym. (2003) tutkimuksessa oli tunnistettu ainoastaan kampylobakteerilajit C. jejuni, C. 
coli, C. lari sekä C. upsaliensis. Suppeampi lajien tunnistus ei kuitenkaan selitä, miksi 
OT –alukkeet eivät tässä tutkimuksessa toimineet, koska kiinnittymisvaiheesta tehdyllä 
lämpötilagradientilla testatut näytteet olivat olleet positiivisia myös C. jejuni –lajin 
tunnistavilla MAP – ja HIP –alukkeilla. Wolffs ym. (2007) oli myös monistanut 
kampylobakteereita OT –alukkeilla TaqMan –tekniikkaan perustuvalla reaaliaikaisella 
PCR:llä käyttäen 0,4 µM vahvoja alukkeita ja 4 µl näytettä. Wolffsin ym. (2007) 
tutkimuksessa oli käytetty lyhyempää denaturaatiota (1 min ja 5 s), pidempää ja 
korkeammassa lämpötilassa tapahtunutta kiinnittymisvaihetta (60 °C 25 s) sekä pidempää 
pidennysvaihetta (45 s). Vaikka tässä työssä kokeiltiin myös kiinnittymisvaiheen 
lämpötilagradienttia lämpötilaan 62 °C asti, 58 °C korkeampi lämpötila vaikutti 
alukkeiden toimivuuteen ainoastaan epäedullisesti.  
Bestin ym. (2003) kuvaamassa, lajien C. jejuni ja C. coli tunnistuksessa 
mapA- ja ceuE –geenien avulla TaqMan –tekniikalla seoksen reaktiotilavuus oli ollut 25 
µl ja alukkeet 0,3 µM vahvuisia sekä koetin 0,1 µM. Edellämainitussa tutkimuksessa PCR 
–ajon polymeraasin aktivaatiovaihe oli myös ollut pidempi (10 min ja 15 s), varsinainen 
denaturaatio alemmassa lämpötilassa (94 °C) sekä yhdistetty kiinnittymis-/pidennysvaihe 
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tässä työssä TaqMan –tekniikalla käytettyä pidempi (1 min). Kuitenkin tuloksista 
tehdyssä standardisuorassa MAP –alukkeiden Pearsonin korrelaatiokertoimen (R2) –arvo 
(0,99) oli ollut samaa luokkaa tässä työssä saatujen kanssa. Kolme SYBR Green –
tekniikalla MAP – alukkeilla positiivista näytettä oli TaqMan –koettimella negatiivisia, 
näyte SOR20 oli Ct –arvoltaan määrittelyrajan (≤ 36) yläpuolella, mutta voi olla 
mahdollista että kampylobakteereita oli vain hyvin vähäisessä määrin näytteessä. 
Näytteissä TA16 ja TA17 kaikkien muiden positiivisten näytteiden sulamislämpötila 
SYBR Green –pohjaisella menetelmällä oli 77,5 – 78 °C, näissä kahdessa kuitenkin vain 
77 °C, mikä oli myös määrittelyrajojen ulkopuolella. Tämä voisi kertoa siitä, että 
kyseessä oli sekvenssiltään lähellä mapA –geeniä oleva mutta ei kuitenkaan täysin sama 
geeni. MAP –alukkeet olivat selkeästi hyvin toimivat ja luotettavat, sillä ne tunnistivat 
lähestulkoon kaikki samat näytteet sekä SYBR Green- että TaqMan –pohjaisella PCR:llä 
eivätkä monistaneet epäspesifisiä tuotteita. Myös Bestin ym. (2003) tutkimuksessa osassa 
tutkituista kampylobakteerikannoista olivat monistuneet molemmat geenit (mapA ja 
ceuE), minkä arveltiin johtuvan mutaatiosta C. jejunin kannoissa, mutta tässä työssä sekä 
MAP- että CEU –alukkeiden suhteen positiivinen näyte saattoi myös hyvinkin sisältää 
sekä C. jejuni että C. coli –lajit. CEU – alukkeiden suhteen positiivisten näytteiden pieni 
määrä todennäköisesti kertoo siitä, että riistalintujen ulosteissa ei juurikaan esiintynyt 
lajia C. coli ja alukkeiden toimivuus oli myös hyvä, epäspesifisiä monistustuotteita ei 
syntynyt. 
Abu-Halawehin ym. (2005) tutkimuksessa C. jejunin hipO –geeniä 
monistavilla alukkeilla oli tuotteiden sulamislämpötilaksi saatu SYBR Green –pohjaisella 
PCR – menetelmällä 5,5 °C korkeampi lämpötila kuin tässä työssä sekä kontrollikannoilla 
että riistalintunäytteillä. Muille tutkituille kampylobakteerilajeille (C. coli, C. upsaliensis 
ja C. hyointestinalis) oli Abu-Halawehin ym. (2005) tutkimuksessa saatu huomattavasti 
matalampi sulamiskäyräpiikki 58 °C kohdalla, jota ei tässä työssä kuitenkaan havaittu. 
Abu-Halawehin ym. (2005) tutkimuksessa PCR –reaktiossa oli käytetty vahvempia 
alukkeita (5 µM) ja lyhyempää alkudenaturaatiota alemmassa lämpötilassa (94 °C 30 s), 
minkä jälkeen ajo oli ollut ainoastaan 22 sykliä sekä denaturaatio ja kiinnittymisvaihe 
tapahtuneet alemmassa lämpötilassa (94 °C ja 55 °C), viimeksi mainittu vaihe oli ollut 
tässä työssä käytettyä pidempi (30 s). Tässä tutkimuksessa ei kokeiltu miten alempi 
kiinnittymisvaiheen lämpötila olisi vaikuttanut alukkeiden toimivuuteen ja 
geenituotteiden sulamislämpötilaan, mutta todennäköisesti HIP –alukkeilla positiiviset 
näytteet kuuluivat C. jejuni –lajiin, sillä alukkeet monistivat selkeää geenituotetta lajin C. 
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jejuni kontrollikannoilla muttei C. colin (kappale 5.1.2, kuvat 1 ja 3). Kuitenkin yllättävä 
tulos oli, että HIP- ja MAP –alukkeilla positiivisten näytteiden lukumäärä poikkesi 
toisistaan niin suuresti ja ensiksi mainitulla alukeparilla ei saatu fasaanien ja kyyhkyjen 
näytteissä lainkaan positiivisia näytteitä. Sorsilla positiivinen tulos HIP –alukkeilla 
korreloi myös selvästi pienen Ct –arvon  kanssa MAP –alukkeilla: viimeksimainituilla 
kaikkien monistuneiden näytteiden Ct –arvo oli alle 25 sykliä, mikä todennäköisesti 
kertoo näiden näytteiden olevan lajia C. jejuni.  
 Salmonellaa tunnistavan invA –geenin suhteen kaikki riistalintunäytteet 
olivat TaqMan –koettimen monistumisen perusteella suurella todennäköisyydellä 
negatiivisia. INV –alukkeet olivat sekä kontrollikantojen että riistalintunäytteiden SYBR 
Green – ajojen perusteella hyvin toimivia eivätkä monistaneet juurikaan epäspesifisiä 
geenialueita. Vaikka SYBR Green –tekniikalla osa riistalintunäytteistä (kyyhkynäytteistä 
5 %, fasaaninäytteistä noin 30 % ja sorsalintujen näytteistä 40 – 50 %) oli invA –geenin 
monistumisen perusteella positiivisia, ei TaqMan –koettimella, jonka sekvenssi on täysin 
spesifinen kyseiselle geenille, monistumista tapahtunut yhdessäkään näytteessä. Se, ettei 
koetin tunnistanut invA –geenialuetta, kertoo todennäköisesti TaqMan –tekniikan 
suuremmasta spesifisyydestä fluoresoivaan väriaineeseen (kuten SYBR Green) 
verrattuna. Merkille pantavaa oli se, että sorsien ja kyyhkyjen näytteissä kaikkien pelkillä 
INV –alukkeilla monistuneiden näytteiden Ct –arvo oli yli 30 (fasaaneiden näytteissä oli 
myös alle tämän arvon). Geeni on salmonellan tärkeimpiä virulenssigeenejä koodaten 
salmonellan epiteelisoluun tunkeutumiseen vaadittavaa membraaniproteiinia (Rahn ym. 
1992), joten se on hyvin olennainen geeni bakteerin patogeenisyydelle. Wolffs ym. 
(2006) oli monistanut salmonellaa INV –alukkeilla SYBR Green –tekniikkaan 
perustuvassa PCR –ajossa, missä käytetyt alukkeet olivat olleet 0,4 µM ja suoraan 
näytteestä otettu templaatti 4 µl. Edellä mainitussa tutkimuksessa denaturaatio oli ollut 
lyhyempi (1 min ja 0,1 s),  kiinnittymisvaihe tapahtunut korkeammassa lämpötilassa ja 
ollut myös lyhyempi (60 °C 5 s) ja pidennysvaihe ollut vain 25 s. Wolffs ym. (2006) oli 
saanut PCR –tulosten standardisuoran R2 –arvoksi yhtä suuren arvon (noin 1,00) kuin 
tässä työssä SYBR Green –tekniikalla, mikä kertoo monistumisen luotettavuudesta. INV 
–alukeparia on käytetty onnistuneesti myös PCR –ajossa salmonellan ja toisen patogeenin 
samanaikaisessa tunnistuksessa SYBR Green –tekniikalla (Fukushima ym. 2003). Edellä 
mainitussa tutkimuksessa PCR –ajon denaturaatio oli ollut pidempi (10 min ja 15 s), 
kiinnittymisvaihe matalammassa lämpötilassa (55 °C) sekä pidennysvaihe vain 15 s, tätä 
ei kokeiltu tässä tutkimuksessa kontrollikantojen hyvän monistumisen vuoksi. 
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Fukushiman ym. (2003) tekemässä tutkimuksessa oli havaittu salmonellakantojen lisäksi 
yhden E. coli –kannan (EPEC0153) monistuminen INV –alukkeilla, mikä saattaa kertoa 
siitä, että SYBR Green –tekniikalla alukkeet saattavat myös tunnistaa lähisukuista 
geenialuetta. Salmonellan lisäksi monet muutkin patogeenit sisältävät 
eukaryoottisoluihin tunkeutumista (invaasiota) koodaavan geenin; sukujen Escherichia, 
Citrobacter ja Shigella genomit ovat hyvin samankaltaisia salmonellan kanssa (Cohen 
ym. 1996). Se, että INV –alukkeet monistivat SYBR Green –menetelmällä 
sulamiskäyräanalyysin perusteella oikean kokoista geenipätkää, voi johtua myös siitä, 
että monistettava geenialue on suhteellisen pitkä (284 bp), joten sen tunnistuksen tarkkuus 
ei välttämättä ole kovin hyvä. TaqMan –tekniikalla samoilla INV –alukkeilla ja –
koettimella Malornyn ym. (2007) tekemässä tutkimuksessa PCR –ohjelmassa oli käytetty 
lyhyempää alkudenaturaatiota (1 min), jonka jälkeen oli ajettu 45 sykliä: tässä työssä 
käytettyä pidempi denaturaatio (15 s) sekä kiinnittymisvaihe korkeammassa lämpötilassa 
(61 °C), koettimen vahvuus oli ollut 250 nM ja templaattia 5 µl. Edellä mainitun 
tutkimuksen tulosten perusteella tehdyn standardisuoran R2 –arvo oli ollut 0,994, mikä on 
korkeampi kuin tässä työssä TaqMan –koettimella saadut arvot, mikä kertoo Malornyn 
ym. (2007) monistuksen paremmasta luotettavuudesta. Wolffs ym. (2007) oli monistanut 
myös salmonellaa tässä tutkimuksessa käytetyillä INV –alukkeilla mutta eri TaqMan –
koettimella, PCR –ohjelmaan oli kuulunut lyhyempi denaturaatio (1 min ja 5 s), hieman 
lyhyempi kiinnittymisvaihe (25 s) sekä lisäksi pidennysvaihe 72 °C 45 s ja loppupidennys 
25 s. Wolffs ym. (2007) oli saanut tulosten perusteella standardisuoran R2  –arvoksi 0,97, 
joka on melko samaa luokkaa tässä työssä saatujen arvojen kanssa.   
 Myöskään lyhyempää invA –geenin aluetta (108 bp) monistavat STYINV – 
alukkeet eivät antaneet yhtään positiivista tulosta riistalintunäytteillä, mikä antoi 
varmistuksen negatiiviselle tulokselle salmonellan suhteen. Saattoi olla, että koska nämä 
alukkeet monistivat lyhyempää geenialuetta, tämä antoi SYBR Green –tekniikalla, 
tarkemman tuloksen kuin INV –alukkeilla, mutta alukkeiden toimivuus oli silti huono, 
sillä ne monistivat runsaasti epäspesifisiä tuotteita. Tässä työssä yhdessä PCR –ajossa oli 
jätetty yksi kaivo kokonaan vaille templaattia, ja siinäkin tapahtui monistuminen Ct –
arvolla 34,8 sulamislämpötilan ollessa 73 °C, alukkeet siis selkeästi reagoivat keskenään. 
Alukkeiden vahvuus oli ollut alkuperäistutkimuksessa, joka perustui TaqMan –
tekniikkaan (Hoorfar ym. 2000) suurempi (0,9 µM) ja PCR –ohjelma oli koostunut 
pidemmästä polymeraasin aktivaatiosta alemmassa lämpötilassa (94 °C 10 min) ja 
kiinnittymisvaihe oli tapahtunut matalammassa lämpötilassa (55 °C 1 min). Namin ym. 
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(2005) tekemässä tutkimuksessa SYBR Green –tekniikkaan perustuvan PCR –ajon 
denaturaatiovaihe oli ollut pidempi (15 min ja 15 s), kiinnittymisvaihe pidempi ja 
alemmassa lämpötilassa (55 °C 15 s) sekä lisäksi oli ollut loppupidennys jota tässä ei 
entsyymin vuoksi käytetty (72 °C 5 min). Näiden tutkimusten vuoksi kiinnittymisvaiheen 
alempaa lämpötilaa 55 °C kokeiltiin STYINV –alukkeilla myös tässä työssä, mutta sillä 
ei ollut vaikutusta epäspesifisten tuotteiden monistumiseen.  
 Tässä työssä TTR –alukkeet monistivat epäspesifisiä tuotteita, toimivuuden 
parantamiseksi olisi niille voitu kokeilla myös PCR –menetelmän kiinnittymisvaiheen 
lämpötilagradienttia. TTR –alukkeille oli alkuperäistutkimuksessa (Malorny ym. 2004) 
käytetty 0,4 µM vahvuisia alukkeita sekä kiinnittymisvaiheen lämpötiloja 62, 65, 67 ja 
68 °C ja kaikista paras tulos oli saatu lämpötilassa 65 °C, tosin kyseessä oli ollut TaqMan 
–pohjainen PCR –menetelmä. Erikoista oli se, että vaikka salmonellan suhteen kaikki 
näytteet olivat todennäköisesti negatiivisia, yhdessä sinisorsan ulostenäytteessä saattoi 
olla ttrA –geeni, molemmissa PCR-ajoissa tuotteiden sulamislämpötila vastasi 
kirjallisuuden arvoa (taulukko 5, kappale 4.1.4). On toki mahdollista, että sorsan 
ulosteessa oli salmonellabakteereita, joiden invA –geeni oli mutatoitunut, mutta 
todennäköisempää on, että näytteessä oli jokin lähisukuisen geenin omaava bakteeri. 
Myös jotkin muut Enterobacteriaceae –heimon bakteerit kuten E.coli, Proteus ja 
Citrobacter kykenevät pelkistämään tetrationaattia siten omaten tätä entsyymiä 
koodaavan geenin (Malorny ym. 2004), joten mahdollisesti TTR –alukkeet monistivat 
läheisesti sekvenssiltään muistuttavaa tetrationaatin respiraatiota koodaavaa geeniä.
 Kontrollikantojen laimennussarjoista PCR –ajojen tulosten perusteella 
tehdyt standardisuorat ja niiden korrelaatiokertoimet olivat melko lähellä toisiaan eri 
reaktioseoksia käytettäessä sekä eri ajo-ohjelmilla, vaikkakin MAP- ja INV – koettimien 
tehokkuuden välillä oli hieman eroa. TaqMan –tekniikkaan perustuvassa reaaliaikaisessa 
PCR – menetelmässä koettimilla käytettiin ensin seosta SSO Fast Probes, jonka kanssa 
valmistajan ohjeiden mukaan tuli käyttää vähintään 250 nM vahvuisia alukkeita, 
kuitenkin reaktioseokseen laitettiin vain 200 nM vahvuisia alukkeita ja Ct –arvojen 
perusteella monistuminen lajia C. jejuni tunnistavilla MAP –alukkeilla oli yhtä tehokas 
kuin SYBR Green –tekniikalla. Valmistajan ohjeen mukaan iQ Multiplex Powermix 
kanssa olisi suositeltu käytettävän 300 nM vahvuisia alukkeita, tässä käytettiin kuitenkin 
ainoastaan 200 nM pitoisuutta eikä se vaikuttanut reaktion tehokkuuteen. Seoksia iQ 
Multiplex käytettäessä PCR –ajon kiinnittymisaika olisi valmistajan mukaan ollut 
optimaalisesti 45 – 60 s hitaamman Taq –polymeraasin vuoksi, mutta ajon toimivuus oli 
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hyvä myös lyhyemmällä (30 s) ajalla.     
 Toisen hypoteesin mukaisesti kampylobakteereiden prevalenssi 
riistalinnuissa on huomattavasti salmonellaa suurempi, tämä toteutui hyvin, sillä 
salmonellaa ei esiintynyt ulostenäytteissä lainkaan. Kolmas hypteesi, jonka mukaan 
bakteereiden esiintyvyydessä ei ole lintulajien välillä merkittävää eroa ei toteutunut; 
sorsalinnuissa kampylobakteereita esiintyi huomattavasti enemmän fasaaneihin ja 
kyyhkyihin verrattuna. Sinisorsissa sekä kampylobakteereita että lajia C. jejuni esiintyi 
tässä työssä huomattavasti enemmän aiempiin tutkimuksiin verrattuna; termotoleranttien 
kampylobakteereiden kokonaisosuus oli 16S rRNA –geenialueen monistumisen 
perusteella lähes 90 %, ja C. jejunin osuus näistä oli mapA –geenin monistumisen 
perusteella lähes 80 %, kun taas Lillehaugin ym. (2005) tekemässä tutkimuksessa 
kampylobakteereiden prevalenssi sorsissa oli ollut 20 %, Luechtefeldin ym. (1980) 
tutkimuksessa hieman yli 30 % sekä Fallacaran ym. (2001 ja 2004) tutkimuksissa noin 
40 % ja kaikki olivat olleet myös lajia C. jejuni. Myös taveissa sekä kampylobakteereiden 
että lajin C. jejuni esiintyvyys tässä työssä oli suurempi (noin 60 %) verrattuna 
esimerkiksi Luechtefeldin ym. (1980) tutkimukseen, jossa kampylobakteereita ja C. 
jejunia oli taveissa esiintynyt vain noin 15 %. Kuitenkin tässä työssä havaittiin 
kampylobakteereita taveissa selvästi vähemmän kuin sorsissa, mikä on samansuuntainen 
tulos Luechtefeldin ym. (1980) tekemän havainnon kanssa. Kampylobakteereiden suuri 
esiintyminen sinisorsissa saattaa johtua siitä, että niiden suoliston lämpötila on 
normaalioloissa 42 °C (Abulreesh ym. 2006), mikä edesauttaa eritoten termotoleranttien 
kampylobakteereiden kolonisaatiota. Tavit elävät sorsia useammin pelkällä 
kasvisravinnolla, kun taas sorsat ovat sekasyöjiä (Luechtefeld ym. 1980, Abulreesh ym. 
2006), mikä voi selittää eron kampylobakteereiden esiintyvyydessä sorsalintujen välillä 
esimerkiksi tätä kautta niiden erilaisen suolistofloran vuoksi. Tässä työssä 
termotoleranttien kampylobakteereiden prevalenssi kyyhkyissä oli hieman korkeampi (25 
%) aiempiin tutkimuksiin verrattuna; Kapperud & Rosef (1983) sekä Lillehaug ym. 
(2005) olivat havainneet niitä alle 5 % kyyhkyistä, tosin molemmat olivat olleet 
luonnonvaraisia, ja Soncinin ym. (2006) tutkimuksessa tarhatuista kyyhkyistä 
kampylobakteereiden suhteen positiivisia oli ollut 15 %. Kyyhkyissä lajin C. jejuni osuus 
kampylobakteereista tässä tutkimuksessa oli kuitenkin vain noin 30 % näytteistä ja C. 
colin mahdollisesti noin 10 %, kun taas Kapperudin & Rosefin (1983) sekä Lillehaugin 
ym. (2005) tutkimuksessa kaikki kampylobakteerit olivat kuuluneet lajiin C. jejuni eikä 
C. colia ollut havaittu lainkaan. Myös kyyhkyt ovat usein kasvissyöjiä (Abulreesh ym. 
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2006), mikä selittäisi kampylobakteereiden suhteellisen matalan esiintyvyyden niissä 
erilaisten suolistobakteereiden koostumuksen kautta. Kampylobakteereiden esiintyvyys 
fasaaneissa tässä työssä oli hieman pienempi kuin aiemmissa tutkimuksissa; CAMP –
alukkeiden monistumisen perusteella kampylobakteereiden kokonaisosuus oli lähes 20 
%, kun taas Stern ym. (2004) sekä Little ym. (2008) olivat molemmat havaineet niitä noin 
25 %:ssa tutkituista fasaaneista ja Soncinin ym. (2006) sekä Dipineton ym. (2008) 
tutkimusten mukaan esiintyvyys oli ollut 40 – 50 %. C. jejunin osuus oli kuitenkin hieman 
suurempi (noin 20 %) kuin Dipineton ym. (2008) tutkimuksessa (noin 15 %), eikä C. 
colia esiintynyt tämän tutkimuksen mukaan fasaaneissa lainkaan.   
 Salmonellaa ei tässä työssä tutkittujen lintujen ulostenäytteissä esiintynyt 
lainkaan, mikä on yhtäpitävä tulos Suomessa tuotantolinnuissa tehtyjen tutkimusten 
kanssa (Huttunen ym.  2006). Aiempien tutkimusten perusteella voidaan kuitenkin 
havaita salmonellaa esiintyvän useammin tarhatuissa linnuissa kuin vapaana elävissä. 
Suomen kansallisen salmonellavalvontaohjelman sekä Euroopan unionin alueella 
voimassaolevien salmonellan valvontaa koskevien säädösten (Evira 2011, EFSA 2014) 
ansiosta salmonellan esiintyvyys Suomessa ja muissa Euroopan maissa on 
todennäköisesti pienempi muihin maanosiin verrattuna.  
 Neljännen hypoteesin mukaan PCR –menetelmällä positiivisten näytteiden 
varmistus viljelymenetelmällä on hankalaa, mikä osoittautui todeksi. Viljelymenetelmään 
verrattuna PCR osoittautui selvästi tehokkaammaksi menetelmäksi bakteerien 
tunnistuksessa, vaikkakin salmonellan tunnistuksen suhteen SYBR Green –pohjaisella 
menetelmällä huomattiin, että toisinaan voidaan saada myös väärä positiivinen tulos. 
Aiemmin suodatusmenetelmällä fasaaneiden ulostenäytteistä oli saatu eristettyä 
kampylobakteereita lähes yhtä monesta näytteestä (14 kpl) kuin PCR –tunnistuksella 
SYBR Green –menetelmällä käyttämällä CAMP –alukkeita (19 kpl), mutta erikoista on, 
että PCR –menetelmällä tunnistetut ja suodatusmenetelmällä aiemmin eristetyt näytteet 
olivat suurimmaksi osaksi eri linnuista. Ainoa yhtäpitävä tulos fasaaneiden 
ulostenäytteistä aiemmin suodatusmenetelmällä eristettyjen kantojen templaattien PCR –
monistuksella sekä näytteistä eristettyjen DNA –templaattien suoralla PCR –
monistuksella CAMP –alukkeilla kanssa saatiin kolmelle näytteelle (FA5, FA20 ja 
FA97), ja jälkimmäisellä menetelmällä niiden Ct –arvot olivat melko korkeat (yli 33). 
HIP –alukkeilla negatiivisen tuloksen perusteella ensiksi kuvatulla menetelmällä 
kumpikaan näyte ei kuulunut lajiin C. jejuni, kun taas jälkimmäisellä menetelmällä ne 
olivat alukkeiden suhteen positiivisia. Tutkittaessa suodatusmenetelmällä jo eristettyjä ja 
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pakastettuja, oletettuja kampylobakteerikantoja, CAMP –alukkeiden monistumisen 
negatiivisen tuloksen perusteella kävi ilmi että suurella varmuudella kolme eristetystä 17 
fasaaninäytteestä eivät sisältäneet ainakaan termotolerantteja eli humaanipatogeenisiä 
kantoja. Saattoi myös olla mahdollista, että kampylobakteerit olivat kuolleet pakastuksen 
aikana. Neljästä näytteestä kaksi suodatusmenetelmällä eristettyä bakteerikantaa antoivat 
PCR –monistuksen tuloksena CAMP –alukkeilla Ct –arvon yli 36, mikä voi selittyä 
sekaviljelmällä. Yhdeksästä näytteestä tutkitut kannat olivat HIP –alukkeilla positiivisen 
tuloksen perusteella hyvin todennäköisesti C. jejuni –kantoja. Osa heikosti maljoilla 
kasvaneista pakastetuista kannoista oli vahvasti positiivisia CAMP –alukkeiden suhteen, 
mikä todennäköisesti kertoo siitä, että kannat olivat kampylobakteereita mutta eivät 
termotolerantteja ja siksi 42 °C kasvulämpötila ei ollut niille optimaalinen, silti CAMP –
alukkeiden tunnistama 16S rRNA –geenialue oli tarpeeksi samankaltainen 
monistuakseen myös niillä. Mahdollista oli myös, että pakastaminen oli heikentänyt 
kampylobakteereiden kasvukykyä. Ne bakteerit, jotka kasvoivat hyvin maljoilla mutta 
olivat CAMP –alukkeilla negatiivisia, olivat todennäköisesti muita kuin 
kampylobakteereita, jotka olivat kasvuolosuhteiltaan myös mikroaerofiilisiä tai 
fakultatiivisia anaerobeja. Ainoastaan yksi kanta (FA5 1CO.250), joka kasvoi hyvin 42 
°C:ssa sekä oli CAMP –alukkeiden suhteen positiivinen oli HIP –alukkeilla negatiivinen, 
mikä kertoi selkeästi siitä että näytteessä FA5 kasvoi useampi kuin yksi 
kampylobakteerikanta, koska muut kannat olivat HIP –alukkeiden suhteen positiivisia. 
Muista ulostenäytteistä, joista oli aiemmin suodatusmenetelmällä eristetty useampi kuin 
yksi kanta on mahdotonta sanoa, oliko näissä fasaaneissa ollut koinfektiota (esimerkiksi 
eri C. jejuni –kantoja). Gramvärjäys vahvisti sen, että heikosti maljalla kasvaneet ja 
korkean Ct –arvon antaneet kannat eivät olleet kampylobakteereita. Kaikkiaan 48 h 
esirikastuksella saatiin enemmän bakteerikasvustoa kuin 24 h rikastuksella, joukossa 
saattoi olla myös kampylobakteereita mutta niitä ei saatu erotettua muusta kasvustosta. 
Näytteen SOR14 lisäksi myös kahdesta näytteestä (SOR31 ja SOR39) onnistuttiin 
mahdollisesti kasvattamaan kampylobakteereita maljalla, mutta toinen bakteerikanta 
todennäköisesti dominoi niin, ettei puhdasviljelmää kummastakaan näytteestä saatu. 
Kahdesta sinisorsan näytteestä (SOR34 ja SOR48) saatiin PCR –menetelmällä SYBR 
Green –tekniikalla määriteltyjen rajojen mukaan negatiivinen tulos, mutta selkeät piikit 
sulamiskäyräanalyysissä antoivat kuitenkin viitteitä mahdollisesta sekakasvustosta, jossa 
kampylobakteerit kasvoivat heikosti ja peittyivät suurelta osin toisen bakteerikannan alle. 
Yksi syy huonoon menestykseen kampylobakteereiden eristämisessä maljoille on se, että 
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PCR tunnistaa ulostenäytteestä sekä elävät että kuolleet bakteerit monistaen kaikkea 
DNA:ta (Wittwer ym. 2001, Malorny ym. 2008). Äärimmäiset olosuhteet voivat vaikuttaa 
bakteereiden kasvukykyyn (Ketley 1997), minkä vuoksi saanto maljoille viljeltäessä 
saattoi olla niin vähäinen. Esirikastuksella ja viljelymenetelmällä eristettyjen näytteiden 
biokemiallisten testien tulokset kertoivat siitä, että maljoilla kasvoi selkeästi dominoivana 
jokin muu bakteerikanta, vaikka kolmesta ulostenäytteestä saatiin kampylobakteereille 
tyypilliset tulokset, ainoastaan yhdestä saatiin mahdollisesti kasvatettua puhdasviljelmä. 
On hyvin mahdollista, että PCR tunnisti DNA:n myös näytteistä jotka sisälsivät kuolleita 
sekä eläviä muttei viljeltävissä olevia (VBNC) kampylobakteereita. Kuitenkin pelkän 
viljelymenetelmän käyttäminen erityisesti kampylobakteereiden kohdalla voi aiheuttaa 
väärän negatiivisen tuloksen, minkä vuoksi PCR on luotettavampi menetelmä 
patogeenien tunnistuksessa (Ketley 1997).   
 PFGE –tyypityksellä fasaaneista aiemmin eristetyistä 
kampylobakteerikannoista (18 kpl) saatiin profiilit, joiden perusteella ne kuuluivat 
samaan genotyyppiin. Kannat olivat peräisin yhdeksästä eri fasaaninäytteestä samalta 
tarhalta, joten monesta samasta näytteestä oli eristetty suodatusmenetelmällä useita eri 
pesäkkeitä. Tyypitetyistä kannoista saatu PFGE –profiili osoitti vahvasti, että tyypitetyt 
kampylobakteerikannat olisivat samaa alkuperää ja kanta olisi todennäköisesti levinnyt 
linnusta toiseen. Tämä tulos on myös yhtäpitävä useiden tutkimusten kanssa, jotka 
kuvaavat kampylobakteeritartuntoja tarhalinnuissa (Vallat & Edwards 2012). PFGE – 
profiilien vertailua keskenään estävät kuitenkin usein erilaiset käytetyt protokollat 
(Nakari 2011). Toinen kampylobakteereiden tyypitykseen yleisesti käytetty restriktio 
entsyymi KpnI olisi saattanut olla toimivampi kahdelle heikosti tyypittyneelle kannalle, 
mutta entsyymien ero havaitaan ainoastaan erikokoisina geenifragmentteina geelillä 
(Gibson ym. 1995, Nakari 2011). Myös restriktioentsyymin vahvuus vaikuttaa tutkitusti 
genomin digestioon ja siten fragmenttien erottumiseen geelillä (Ribot ym. 2001), mutta 
ajossa suurin osa tyypitetyistä kannoista pilkkoutui käytetyllä entsyymillä.
 Mikrobilääkkeistä kampylobakteerit ovat yleisimmin resistenttejä 
fluorokinoleille (Newell ym. 2010). Perinteisesti C. jejuni on herkkä nalidiksiinihapolle 
ja tämän perusteella se on perinteisesti pystytty erottamaan muista lajeista, mutta 
resistenttejä kantoja on myös tavattu enenevässä määrin (Little ym. 2008, (Vallat & 
Edwards 2012). Tässä työssä havaittiin kannalla, joka suurella todennäköisyydellä kuului 
lajiin C. jejuni, resistenssi nalidiksiinihapolle, mikä on poikkeavaa yleisiin 
tutkimustuloksiin verrattuna. Myös resistenssiä siprofloksasiinille ja erytromysiinille on 
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tavattu useammin lajin C. coli kuin C. jejuni kannoissa (Little ym. 2008), tässä 
mikrobilääkeherkkyyden suhteen testattu kanta oli molemmille antibiooteille herkkä.   
  
 
7 Johtopäätökset 
 
TaqMan –tekniikkaan perustuva PCR osoittautui suurella todennäköisyydellä SYBR 
Green –tekniikkaan perustuvaa menetelmää luotettavammaksi: viimeksi mainitulla 
ulostenäytteistä tunnistettiin samanaikaisesti sekä kampylobakteereita että salmonellaa, 
ensiksi mainitulla kampylobakteereita tunnistettiin lähes samassa suhteessa kuin SYBR 
Green –tekniikalla mutta salmonellaa ei lainkaan. Standardisuorista saatujen Pearsonin 
korrelaatiokerrointen neliöiden perusteella molemmilla tekniikoilla tehdyt PCR –ajot 
olivat kuitenkin yhtä toimivia. Monien tutkimusten perusteella on selvää, että 
kampylobakteerit siirtyvät hyvin helposti suolistosta lihaan, joten ne aiheuttavat riskin 
elintarvikevälitteiseen kontaminaatioon. Kirjallisuuden ja tämän tutkimuksen 
perusteella voidaan tehdä johtopäätös, että kampylobakteereita esiintyy yleisimmin 
tarhatuissa linnuissa ja esiintymistä edesauttaa niiden helppo leviäminen linnusta 
toiseen. Tämän työn perusteella kampylobakteereiden esiintyvyydessä eri lintulajeissa 
on eroavaisuuksia; sorsalinnut ja erityisesti sinisorsat ovat hyvin alttiita tartunnalle, kun 
taas fasaaneihin ja kyyhkyihin bakteerit eivät yhtä helposti tartu. Lintujen elinympäristö 
oli ollut sama, kaikki olivat peräisin samalta tarhalta, joten lajien välillä oli selvästi 
eroja tartunta-alttiudessa. Tutkimuksen otoksen tulos on yhtäpitävä sen kanssa, että 
salmonellaa ei Suomessa juurikaan esiinny tarhatuissa riistalinnuissa. Genotyypityksen 
perusteella pulssikenttägeelielektroforeesilla selvisi myös, että fasaaneista eristetyt, 
tyypitetyt kannat kuuluivat samaan genotyyppiin ja siten olivat samoja, todennäköisesti 
linnusta toiseen levinneitä kantoja. Mikrobilääkeherkkyyden testaus antoi epätavallisen 
tuloksen resistenssin suhteen nalidiksiinihapolle.  
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10 Liitteet 
 
Liite 1. Kampylobakteereita tunnistavilla alukkeilla positiiviset näytteet (Ct – 
arvot ja sulamislämpötilat) SYBR Green – pohjaisella reaaliaikaisella PCR:llä.  
Alukepari Näyte Ct   Tm (°C) Alukepari Näyte Ct   Tm (°C) 
CAMP FA27 20,1 80 CAMP SOR60 27,1 79 & 87,5 
CAMP FA71 24,1 80 CAMP SOR64 27,1 79 & 87,5 
CAMP FA39 26,3 79,5 CAMP SOR53 27,2 80 
CAMP FA20 32,0 79,5 & 86 CAMP SOR65 27,2 79 
CAMP FA59 32,2 80,5 CAMP SOR17 27,2 80 & 86 
CAMP FA5 32,3 80 & 85 CAMP SOR54 27,4 79 & 86 
CAMP FA7 32,3 81 CAMP SOR61 27,4 79 & 86 
CAMP FA48 32,7 80,5 CAMP SOR27 27,5 79 
CAMP FA31 32,9 79,5 CAMP SOR23 27,8 79 & 86,5 
CAMP FA95 33,8 79,5 & 88 CAMP SOR7 28,1 80 
CAMP FA16 33,9 80,5 & 85 CAMP TA19 28,1 80,5 
CAMP FA97 34,1 79,5 & 85 CAMP SOR62 28,4 79 & 85,5 
CAMP FA60 34,1 80,5 CAMP TA20 28,7 80 & 87 
CAMP FA10 34,3 79,5 & 
86,5 
CAMP SOR59 28,7 80,5 
CAMP FA49 34,5 80,5 CAMP TA6 28,9 80 & 86 
CAMP FA62 35,0 80 & 85 CAMP SOR38 29,1 79 & 87,5 
CAMP FA28 35,0 80 CAMP TA22 29,7 80 & 85 
CAMP FA58 35,6 80,5 CAMP TA16 29,7 80,5 
CAMP FA9 35,91 81 & 85 CAMP SOR2 30,0 80 & 86 
CAMP SOR30 16,4 80,5 CAMP TA15 30,1 79,5 
CAMP TA14 17,2 80,5 CAMP SOR69 30,2 80 & 86 
CAMP SOR33 18,8 80 CAMP TA27 30,3 79 & 85,5 
CAMP SOR39 18,9 80 CAMP TA1 30,4 80 & 86 
CAMP SOR34 19,8 80,5 CAMP SOR29 30,5 80 
CAMP SOR36 19,8 80 CAMP SOR18 30,6 79,5 & 
86,5 
CAMP SOR21 20,3 80,5 CAMP SOR6 31,0 80 
CAMP TA5 20,4 80,5 CAMP TA11 31,0 79 
CAMP SOR28 20,5 80 & 87,5 CAMP TA17 31,0 79,5 & 
85,5 
CAMP SOR41 20,6 80 CAMP TA2 31,7 80 & 86 
CAMP SOR46 21,6 80 CAMP TA28 32,4 80 & 85 
CAMP SOR49 21,6 80 CAMP SOR20 32,9 80 & 85,5 
CAMP SOR44 21,6 80 & 86 CAMP TA18 33,1 79,5 & 
85,6 
CAMP SOR31 21,9 80,5 CAMP SOR11 33,1 80,5 
CAMP SOR14 22,1 80 & 88 CAMP TA13 33,3 79 & 86,5 
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CAMP SOR48 22,2 80 & 86 CAMP SOR8 34,2 80,5 & 
85,5 
CAMP TA23 22,5 80,5 CAMP TA12 35,0 80 
CAMP SOR12 22,6 80,5 CAMP KYYH68 28,3 80,5 
CAMP SOR25 22,7 80,5 CAMP KYYH67 28,7 80,5 
CAMP SOR45 23,2 80 CAMP KYYH69 31,8 80 & 85 
CAMP SOR47 23,2 80,5 CAMP KYYH71 32,1 80 
CAMP SOR50 23,2 80 & 86 CAMP KYYH66 32,1 80,5 
CAMP SOR24 23,3 80 CAMP KYYH85 32,5 80,5 
CAMP TA24 24,2 80 CAMP KYYH82 32,9 80,5 
CAMP SOR22 24,6 79 CAMP KYYH76 33 79,5 & 87 
CAMP SOR70 24,7 79,5 & 86 CAMP KYYH73 33,3 80 
CAMP SOR67 25 80 & 86 CAMP KYYH86 33,4 80 & 90 
CAMP SOR1 25,3 80 & 86 CAMP KYYH70 33,6 80,5 
CAMP SOR37 25,3 80 & 86 CAMP KYYH75 33,7 80,5 
CAMP SOR63 25,4 80 CAMP KYYH88 33,9 80,5 
CAMP SOR52 25,6 80 CAMP KYYH99 34,0 80,5 
CAMP SOR68 25,6 79 & 87,5 CAMP KYYH84 34,0 80,5 
CAMP TA10 25,6 79 CAMP KYYH94 34,1 80,5 
CAMP TA30 25,8 80,5 CAMP KYYH93 34,2 80,5 
CAMP SOR58 25,9 80,5 CAMP KYYH79 34,3 79 
CAMP SOR66 25,9 80,5 CAMP KYYH72 34,4 80 
CAMP TA9 26,0 79 CAMP KYYH92 34,7 80,5 
CAMP SOR51 26 80 & 87,5 CAMP KYYH74 35,2 80 
CAMP SOR4 26,2 80 CAMP KYYH81 35,2 80,5 
CAMP SOR57 26,4 80 CAMP KYYH91 35,2 80,5 
CAMP SOR42 26,6 80 & 86 CAMP KYYH89 35,6 80,5 
CAMP SOR5 26,7 80 & 86 CAMP KYYH77 35,8 80,5 
CAMP SOR56 27,1 80 & 87,5         
MAP FA5 32,5 77,5 MAP SOR23 31,4 77,5 
MAP FA59 32,8 77,5 MAP TA17 31,5 77 
MAP FA60 35,1 77,5 MAP SOR2 31,59 77,5 
MAP FA20 35,3 77,5 MAP SOR22 32,1 77,5 
MAP SOR30 16,1 77,5 MAP SOR29 32,4 77,5 
MAP TA14 17,4 77,5 MAP SOR38 32,7 77,5 
MAP SOR36 18,5 77,5 MAP SOR62 33,6 77,5 
MAP SOR39 18,7 77,5 MAP TA28 33,7 77,5 
MAP SOR33 18,8 78 MAP TA15 34 78 
MAP SOR21 19,7 77,5 MAP SOR69 34,1 77,5 
MAP SOR34 19,8 78 MAP TA18 34,5 78 
MAP TA5 20,15 77,5 MAP SOR18 34,7 77,5 
MAP SOR41 20,2 77,5 MAP SOR20 35,6 77,5 
MAP SOR28 20,5 77,5 MAP KY67 29,7 77,5 
MAP SOR49 20,7 77,5 MAP KY66 32,1 77,5 
MAP SOR31 22,3 78 MAP KY74 33,3 77,5 
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MAP SOR48 22,3 78 MAP KY68 33,7 77,5 
MAP TA23 22,5 77,5 MAP KY73 34,1 77,5 
MAP SOR14 23,4 78 MAP KY94 34,2 77,5 
MAP SOR67 23,4 77,5 MAP KY69 34,8 77,5 
MAP SOR50 23,6 77,5 MAP KY71 35,1 78 
MAP SOR25 24,1 78 MAP KY72 35,3 78 
MAP TA24 24,4 77,5 MAP KY76 35,3 77,5 
MAP SOR45 24,5 78 MAP KY88 35,4 78 
MAP SOR24 24,6 78 MAP KY84 35,6 77,5 
MAP SOR37 24,6 77,5 HIP SOR30 23,9 80 
MAP SOR63 25,7 77,5 HIP TA14 27,7 79,5 
MAP SOR47 26,1 78 HIP SOR36 28,1 79,5 
MAP SOR70 26,3 77,5 HIP SOR39 28,3 79,5 
MAP SOR46 26,4 78 HIP SOR33 28,8 79,5 
MAP SOR51 26,4 77,5 HIP SOR41 29,8 79,5 
MAP TA30 26,5 77,5 HIP SOR34 30,6 79,5 
MAP SOR52 26,7 77,5 HIP SOR49 30,7 79,5 
MAP SOR17 26,9 77,5 HIP SOR21 31,6 79,5 
MAP SOR44 27 77,5 HIP TA5 31,7 80 
MAP SOR58 27 78 HIP SOR28 32 79,5 
MAP SOR66 27,1 77,5 HIP SOR48 32,5 80 
MAP SOR56 27,8 77,5 HIP SOR67 34,9 79,5 
MAP SOR61 28 77,5 HIP SOR50 35,1 80 
MAP SOR4 28,1 77,5 HIP SOR45 35,3 79,5 
MAP SOR42 28,4 77,5 HIP SOR31 35,3 79,5 
MAP SOR53 29,1 78 HIP SOR14 35,5 79,5 
MAP SOR68 29,2 77,5 HIP TA23 35,8 80 
MAP SOR64 29,4 78 HIP TA24 37,4 80 
MAP SOR7 29,45 77,5 HIP SOR25 37,6 80 
MAP TA19 29,6 77,5 HIP SOR37 38 80 
MAP TA6 30,1 77,5 HIP SOR24 38,3 79,5 
MAP SOR59 30,2 77,5 HIP KY68 37,2 78,5 
MAP SOR60 30,3 78 CEU KY68 32,7 77,5 
MAP TA16 30,4 77 CEU KY67 34,4 77,5 
MAP TA22 30,5 77,5         
MAP SOR54 30,8 77,5         
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Liite 2. Kampylobakteereiden MAP – alukkeilla positiivisten näytteiden tulokset (Ct – 
arvot) TaqMan – pohjaisella reaaliaikaisella PCR:llä.   
Alukepari Näyte Ct    Alukepari Näyte Ct  
MAP FA5 32,3 MAP SOR63 28,1 
MAP FA59 33,5 MAP SOR58 28,2 
MAP FA20 33,6 MAP SOR44 28,5 
MAP FA60 35,8 MAP TA6 28,9 
MAP SOR30 16,3 MAP SOR66 28,9 
MAP TA14 17,8 MAP SOR56 29,0 
MAP SOR33 17,9 MAP SOR53 29,4 
MAP SOR36 19,1 MAP SOR4 29,7 
MAP SOR39 19,6 MAP SOR64 30,2 
MAP SOR34 19,7 MAP TA22 30,3 
MAP SOR28 20,5 MAP TA19 30,5 
MAP SOR41 21,4 MAP SOR59 30,6 
MAP SOR48 21,4 MAP SOR68 30,8 
MAP SOR21 21,5 MAP SOR54 31,1 
MAP SOR49 21,5 MAP SOR23 31,4 
MAP TA5 21,8 MAP SOR60 31,4 
MAP SOR31 23,0 MAP SOR7 31,6 
MAP TA23 23,4 MAP SOR62 31,6 
MAP SOR67 24,0 MAP SOR2 32,1 
MAP SOR14 24,0 MAP SOR29 32,6 
MAP SOR25 24,1 MAP TA28 33,2 
MAP SOR50 24,7 MAP SOR22 33,3 
MAP SOR45 24,7 MAP SOR38 33,3 
MAP SOR37 25,3 MAP TA15 33,4 
MAP TA24 25,5 MAP SOR18 33,7 
MAP SOR24 25,5 MAP SOR69 33,9 
MAP SOR46 26,0 MAP TA18 34,2 
MAP SOR47 26,4 MAP KY67 32,4 
MAP SOR70 26,9 MAP KY76 33,5 
MAP SOR51 26,9 MAP KY66 33,8 
MAP SOR17 27,3 MAP KY84 34,6 
MAP TA30 27,6 MAP KY73 35,4 
MAP SOR61 27,6 MAP KY74 35,7 
MAP SOR42 27,8 MAP KY71 35,9 
MAP SOR52 28,0       
 
